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RESUMO

Titulo: Sintese de nanoesferas poliméricas magnéticas aplicadas na encapsulagdo e liberagéo
controlada de Acetoxi DMU

As nanoesferas poliméricas magnéticas possuem grande potencial de aplicacdo na area da biomedicina. A
obtencdo de nanoparticulas (NPs) a partir da conjugacédo de derivados da quitosana com NPsM de ferrita
de cobalto (CoFe;O4) e com o farmaco Acetoxi DMU podem se tornar sistemas nanoestruturados
promissores para a liberacdo deste farmaco em locais desejados. No presente trabalho, NPsM de CoFe;04
puras e recobertas com &cido oleico (AO) foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo quimica, a
influéncia da temperatura e da velocidade de agitacdo foram analisadas. Os materiais foram
caracterizados pelas técnicas de difracdo de Raios X (DRX), espalhamento dindmico de luz (DLS),
potencial zeta (PZ), espectroscopia de infravermelho (FTIR), calorimetria diferencial de varredura (DSC),
anélises termogravimétricas (TG/DTA) e medidas de magnetizacdo (VSM e ZFC-FC). Os resultados
confirmaram que a CoFe;O4 foi obtida, e que a variacdo de temperatura influenciou no recobrimento das
NPsM pelo AO. As amostras apresentaram magnetizacdo moderada e o tamanho médio das particulas
surfactadas analisadas por DLS ficaram abaixo do esperado para a CoFe;O4 (21 a 57 nm). O principio
ativo Acetoxi DMU foi sintetizado pela reacdo de Heck-Matsuda e caracterizado por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H), comprovando sinais caracteristicos e a pureza da
molécula de Acetoxi DMU. Para a utilizacdo da quitosana como polimero de revestimento, foi realizada
uma modificacdo quimica da sua superficie pela insercdo de grupos carboximetil e grupos benzil
originando um polimero anfifilico. Os derivados obtidos, carboximetilquitosana e carboximetilquitosana-
bz, foram caracterizados pelas técnicas de titulagdo condutimétrica e potenciométrica, espectroscopia de
infravermelho (FTIR), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H), calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e analises termogravimétricas (TG/DTA). De acordo com os resultados
obtidos, os grupos carboximetil foram inseridos na molécula formando o carboximetilquitosana (parte
hidrofilica), com grau de carboximetilagdo (GC) entre 22,1% e 44,1%. Também foi comprovada a
insercdo dos grupos benzil formando o carboximetilquitosana-bz (parte hidrofébica), com grau de
substituicdo (GS) entre 40% e 66%. Na parte final do trabalho foi realizada a validagdo do método
analitico para o Acetoxi DMU e sintetizada as nanoesferas poliméricas e nanoesferas poliméricas
magnéticas através do método de emulsdo difusdo do solvente. Os materiais obtidos foram caracterizados
por espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta (PZ). Conforme o resultado conclui-se que as
NPs de CoFe,Os encontram-se no interior das nanoesferas. As nanoesferas poliméricas magnéticas
apresentaram tamanhos entre 332 e 482 nm superior as nanoesferas poliméricas, que apresentaram
tamanhos entre 134 e 320 nm. Para calcular a eficiéncia de encapsula¢do (EE%) do farmaco foi utilizada
a técnica de espectrofotometria no UV-Vis. O resultado obtido situou-se entre 16,0% a 96,1 %, mostrando
que a melhor encapsulacdo ocorreu com o polimero carboximetilquitosana na presenga da CoFe,QO.. Essas
nanoestruturas obtidas podem ser aplicadas no direcionamento do farmaco Acetoxi DMU a alvos
especificos, seja para 0 combate ou para o controle de doengas oncologicas.

Palavras-chaves: Ferrita de cobalto. Quitosana. Acetoxi DMU. Nanoesferas poliméricas

magneéticas.



ABSTRACT

Title: Synthesis of magnetic polymer nanospheres applied to the encapsulation and controlled
release of Acetoxy DMU

The magnetic polymer nanospheres have great application potential in the biomedicine field. Obtain
nanoparticles (NPs) starting from the chitosan derivative combination with cobalt ferrite (CoFe;Oa)
MNPs and with Acetoxy DMU drug can become nanostructured systems promising for release of this
drug in desired sites. In this work, the CoFe2O4 pure NPs and oleic acid (OA) coated, were synthesized by
the chemical coprecipitation method, influence of temperature ando of the stirring rate have been
analyzed. The material was characterized by X-ray diffraction techniques (XRD), dynamic light scattering
(DLS), zeta potential (ZP), infrared spectroscopy (FTIR), Differential scanning calorimetry (DSC) and
thermogravimetric analysis (TG / DTA), and magnetization measurements (VSM and ZFC-FC). The
results confirmed the obtanied CoFe,O4, and that temperature variation influence the coating of the MNPs
by AO. The samples presented moderate magnetization and the average size of the coated particles
analyzed by DLS were lower than expected for CoFe;O4 (21 a 57 nm). The active principle Acetoxy
DMU was synthesized Heck-Matsuda reaction and characterized in préton nuclear magnetic resonance
(*H NMR), which proved the characteristic groups and purity of the obtained Acetoxy DMU molecule. To
use the chitosan as a coating polymer, was carried out chemical modification surface by insertion of
carboxymethyl groups and benzyl group giving a amphiphilic polymer. The obtained derivatives,
carboxymethylchitosan and carboxymethylchitosan-bz, was characterized by conductimetric and
potentiometric titration techniques, infrared spectroscopy (FTIR), préton nuclear magnetic resonance (*H
NMR), differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TG / DTA). Accordance
with the obtained results, the carboxymethyl groups was insertion in the molecule, the
carboxymethylchitosan formed (hydrophilic parts), with of carboxymethylation degree (GC) 22,1% and
44,1%. Was also insertion confirmed of the bezyl groups forming the carboxymethylchitosan-bz
(hydrophobic parts), with substitution degree (GS) between 40% to 66%. At the end of work was
conducted validation of the analytical method for the Acetoxi DMU and synthesized polymer nanosphere
and magnetic polymer nanosphere by the emulsion diffusion of the solvent method. The obtained material
characterized by dynamic light scattering (DLS), zeta potential (ZP). According to obtained results, it can
be conclude that the CoFe;O, NPs were inserted the nanospheres inside. The magnetic polymeric
nanospheres showed average size between 332 e 482 nm higher to polymeric nanospheres, which showed
average size between 134 and 320 nm. Order to calculate the drug encapsulation efficiency (EE %) was
used in the spectrophotometric technique UV-Vis. The obtained results stood at between 16.0% and
96.1%, by showing that the best encapsulation has occurred with the carboxymethylchitosan polymer in
the presence of the CoFe,O.. These obtained nanostructures it can apply in drug targeting to specific
targets Acetoxy DMU, be for combat or control of oncological diseases.

Keywords: Cobalt ferrite. Chitosan. Acetoxy DMU. Magnetic polymer nanospheres.



1. INTRODUCAO

O avango da ciéncia em nossa sociedade, entre os mais relevantes fatores,
depende do desenvolvimento de novos materiais, do entendimento de suas propriedades
para determinar a sua aplicacdo e da integracdo de diferentes areas (THASSU et al,
2007). E nesse contexto que a Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N), termos utilizados
na literatura moderna, apresentam-se como potencial favoravel no desenvolvimento de
novas nanoestruturas, que podem ser utilizadas em diferentes ramos, tais como biologia,
medicina, farmacia e engenharias (BUSHAN et al, 2007; THASSU et al, 2007). A
Nanociéncia pode ser definida como a compreensdo das propriedades e do
comportamento de um material e o controle do mesmo em escala nanométrica (0,1 a
100 nm, este limite é referente a escala atbmica e molecular) (BUSHAN et al, 2007;
THASSU et al, 2007), enquanto que a Nanotecnologia possui 0 objetivo de aplicacdes
praticas aproveitando essas propriedades diferentes apresentadas por esses
nanomateriais (BUSHAN et al, 2007).

Os nanocompostos apresentam propriedades fisico-quimicas intrinsecas, por
exemplo: elevada area superficial, didmetro reduzido, possibilidade de modificacdes
estruturais e associacdes de agentes ativos por adicdo de ligantes na superficie. Esses
sistemas resultantes sdo extremamente dependentes do tamanho das particulas que os
compdem. Podem ser definidos como nanomateriais quando possuem pelo menos uma
dimensdo na faixa de tamanho nanométrica, abaixo do diametro critico, capaz de
modificar alguma de suas propriedades. Portanto, existirh um nanomaterial se ele
apresentar propriedades que se mostrem exclusivamente devido ao tamanho reduzido e
diferentes do material bulk. Sendo assim, ndo basta o material apresentar dimensées de
razdo nanomeétrica para ser considerado um nanomaterial e sim se mostrar com
propriedades diferentes do material a nivel molecular (ZARBIN, 2007; MAINARDES
et al, 2009).

Entre as aplicacBes praticas em sistemas quimicos, fisicos e biol6gicos
(BUSHAN et al, 2007), destaca-se a utilizagdo dos nanomateriais na prevengdo de
poluicdo industrial, em cosméticos, na informatica e, especialmente, na liberagcdo
direcionada de farmacos através de nanoparticulas (NPs) poliméricas (THASSU et al,
2007) por meio da corrente sanguinea.

Os sistemas de distribuicdo de medicamentos através de NPs, pela corrente

sanguinea apresentam extrema importancia e proporcionam o direcionamento e controle
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a alvos especificos para a liberagdo do farmaco, minimizando os efeitos colaterais, tais
como a destruicdo de tecido saudaveis (THASSU et al, 2007).

Entre as nanoparticulas magnéticas (NPsM) utilizadas nesses sistemas podem ser
citadas a magnetita (KARIMI et al, 2013), as ferritas de cobalto (KARIMI et al, 2013),
niquel (KARIMI et al, 2013), entre outras. Essas NPsM sdo inseridas no interior ou
ligam-se & superficie das NPs poliméricas e ao aplicar um campo magnético (H) externo
ocorre o direcionamento das nanoetruturas ao tecido tumoral e a liberagdo do farmaco
(SCHERER et al, 2002). A ferrita de cobalto pode ser utilizada para esse fim, possui a
formula CoFe;O4, apresenta moderada magnetizagdo de saturagdo e consideravel
estabilidade quimica, sua oxidacdo ocorre de forma lenta (HOUSHIAR et al, 2014).
Entretanto, para que as NPsM possam ser utilizadas em sistemas de liberagdo de
farmacos, é necessario o seu revestimento com um polimero compativel (UNSQY et al,
2014), minimizando sua possivel oxidacao.

Os polimeros que podem ser empregados para o revestimento e obtencdo de NPs
poliméricas podem ser sintéticos, por exemplo: &cido poli (lactico) (PLA), &cido poli
(glicdlico) e o acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA), e os polimeros naturais como a
albumina e a quitosana (NAHAR et al, 2008).

A quitosana é um biopolimero com consideravel capacidade de adsorcdo, é
atoxica e biocompativel com os tecidos vivos. E biodegradavel e possui propriedades
antifangicas, antibacterianas e antitumorais, além do mais apresenta grupos funcionais
reativos (NH2 e OH) ao longo da matriz polimérica (DASH et al, 2011), possibilitando a
modificacdo de sua superficie para tornd-la mais adequada de acordo com a sua
utilizacdo (UNSOY et al, 2014). Entre os derivados da quitosana que podem ser
sintetizados cita-se o carboximetilquitosana (CMQT) e o carboximetilquitosana-bz
(CMQT-BZ). Para a obtencdo do CMQT, a hidroxila da quitosana reage com um grupo
carboximetil (JIN et al, 2012) formando uma molécula com carater hidrofilico. E para a
formacdo do CMQT-BZ, o grupo amino da molécula de CMQT reage com um aldeido
através de uma aminacdo redutiva (RABEA et al, 2005), sendo atribuido ao CMQT-BZ
o carater hidrofobico. O polimero anfifilico agora pode ser utilizado para revestir o
farmaco e as NPsM (THASSU et al, 2007).

Neste ambito, varios farmacos vém sendo utilizados para combater inumeros
formas de cancer por métodos tradicionais (NCI, 2015), e também por sistemas de
liberacdo direcionada e controlada através de NPs poliméricas (BAE et al, 2011). Entre

esses medicamentos encontra-se o resveratrol (1,3-hidrdoxi-5-(4-hidroxiestiril) benzeno),
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pertencente a classe de polifendis e ocorre naturalmente em uma vasta quantidade de
plantas, especialmente a uva. O resveratrol é extremamente saudavel ao ser humano por
possuir atividades cardioprotetora, antioxidantes, anti-inflamatdrias e principalmente
prevenir varias formas de cancer (MATOS et al, 2014). Nestas circunstancias, destacam-
se também os derivados sintéticos do resveratrol, tais como o Acetoxi DMU (Ac.DMU)
e 0 DMU-212. Alguns estudos relatam que essas moléculas possuem atividades iguais
ou superiores ao resveratrol (MORO et al, 2008). Por se tratar de compostos com
elevado valor aquisitivo € necessario que se evite a perda, bem como as desvantagens
farmacoldgicas causadas pelos tratamentos convencionais. Para isso pode-se utilizar da
Nanotecnologia produzindo NPs poliméricas contendo essas moléculas.

A conjugacgdo de NPsM com o farmaco Ac.DMU e os derivados da quitosana,
podem formar um material nanoestruturado e proporcionar um avanco cientifico
imensuravel, pois através do campo externo as particulas podem ser conduzidas até o
tumor maligno e o farmaco pode ser liberado, evitando danos as células saudaveis e
perdas de medicamento por uso de doses menores (PARVEEN et al, 2012). Essa
combinacdo para aplicacbes endovenosas pode apresentar-se como uma opcao a

sistemas convencionais.

2. CONSIDERACOES GERAIS

2.1. Nanoparticulas Magnéticas

Diversos tipos de NPs apresentam grande importancia no meio cientifico e vem
sendo amplamente estudadas. As NPsM destacam-se porque apresentam a
particularidade da propriedade magnética, sendo possivel a sua manipulacdo por meio
de um campo magnético (FARAJI et al, 2010). Apresentam, também, elevados
potenciais de aplicacdo em fluidos magnéticos, armazenamento de dados, células
solares, sensores, gravacdes magnéticas, catalise, eletrdnicos e, especialmente, na
medicina (ZI et al, 2009; LOPEZ et al, 2012), area em grande ascensdo atualmente, pois
possibilita alternativas para o tratamento localizado de varios tipos de tumores malignos
(LOPEZ et al, 2012; UNSQY et al, 2014), através da liberacao direcionada de farmacos
e hipertermia (BALDI et al, 2007). Na medicina, também sdo utilizadas como agentes
de contrastes em imagem por ressonancia magnética (MRI) (BALDI et al, 2007;
LOPEZ et al, 2012).



Para 0 uso em sistemas de vetorizacdo de farmacos, as NPsM podem ser
constituidas por &tomos distintos ou ions, geralmente obtidos de oxido de ferro
conhecidos como ferritas, sendo compostas por Oz, Fe** e um metal bivalente Me?*
(Me= Fe, Mn, Co, Zn, Ni) (KARIMI et al, 2013). Seu tamanho deve estar entre 10 e
100 nm, pois particulas menores que 10 nm podem ser facilmente filtradas pelo sistema
renal e removidas do corpo (THOMAS et al, 2013) e particulas maiores que 100 nm o
sistema imunoldgico consegue reconhecé-las ocasionando a possivel remocdo da
corrente sanguinea (KIEVIT et al, 2011).

E importante entender as propriedades magnéticas que as NPsM apresentam. As

respostas magnéticas de materiais, a0 campo magnético aplicado, é a grandeza
: - - M . . .
denominada susceptibilidade magnética ( y,, = e M é magnetizacdo do material e H 0

campo aplicado). Essa é uma caracteristica intrinseca de cada material, levando-os a ser
classificados como diamagnéticos ou paramagnéticos, ferrimagnéticos, ferromagnéticos
e antiferromagnéticos (FARIA e LIMA, 1995; CULLITY e GRAHAM, 2009).

Os materiais constituidos por atomos diamagnéticos (Figura 1a) ndo apresentam
magnetizacdo na auséncia de um campo magnético, enquanto na presenca, ocorre a
inducdo dos momentos (baixa magnitude) na orientacdo contraria ao campo aplicado
(FARIA e LIMA, 1995).

Em  materiais paramagnéticos, ferrimagnéticos, ferromagnéticos e
antiferromagnéticos um cancelamento parcial dos momentos magnéticos dos elétrons
ocorre e 0 atomo fica com um momento magnético resultante (FARIA e LIMA, 1995;
PANKHURST et al, 2003; CALLISTER, 2010).

Os materiais paramagnéticos (Figura 1b) ndo apresentam magnetizacdo
resultante (magnetizacdo resultante (M) € igual a zero) na auséncia de um campo
externo, e na presenca, os dipolos se alinham no sentido do campo (CULLITY e
GRAHAM, 2009).

Os materiais ferromagnéticos (Figura 2a) possuem dipolos magnéticos
permanentes na auséncia de um campo magnetico, ou seja, exibem uma alta
magnetizacdo espontanea devido ao acoplamento dos momentos magnéticos de atomos
vizinhos que se alinham uns aos outros. Esse alinhamento é devido a existéncia de um
campo magnético interno, também chamado de campo molecular. A interacdo eletrénica
entre dois a&tomos vizinhos é denominada acoplamento de troca (FARIA e LIMA, 1995;
MATHEW e JUANG, 2007).
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Figura 1. Representacdo do comportamento de materiais (a) diamagnéticos e (b)
paramagnéticos. Fonte: CALLISTER (2010)

Os materiais ferrimagnéticos (Figura 2b) e antiferrimagnéticos (Figura 2c) séo
também conhecidos por possuirem o acoplamento de troca, o qual proporciona o
alinhamento espontaneo dos momentos magnéticos atdmicos, porém de forma
antiparalela. Materiais ferrimagnéticos que possuem dois ou mais ions distintos
apresentam momentos magnéticos diferentes. O cancelamento dos momentos
magnéticos é diferente de zero, ou seja, ndo é completo, porém é menor que de
materiais ferromagnéticos. Nos materiais antiferromagnéticos 0s momentos magneticos
sd0 quase totalmente cancelados devido ao alinhamento antiparalelo, como
consequéncia, a magnetizacdo torna-se praticamente nula (FARIA e LIMA, 1995;
MATHEW e JUANG, 2007; CULLITY e GRAHAM, 2009; CALLISTER, 2010).

a b c

Figura 2: Representacdo dos momentos magnéticos em materiais (a) ferromagnéticos
(b) ferrimagnéticos (c) antiferromagnéticos. Fonte: CALLISTER (2010)

A Figura 3 apresenta um grafico da relacdo da coercividade (Hc) com a
dependéncia do tamanho da particula para os dominios magnéticos do estado de
monodominios superparamagnéticos para o estado de multidominios ferromagnéticos.



Coercividade (Hc)

Tamanho de particula (v)

Figura 3: Esquema da dependéncia da coercividade em relagdo ao tamanho das
particulas. Fonte: KARIMI et al (2013)

Os materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos, com tamanho elevado de
particulas (acima do diametro critico (Dc), apresentam inimeros dominios magnéticos
para minimizar a energia magnetostatica. Conforme o tamanho vai diminuindo, as
paredes que limitam esses dominios tém suas estruturas e espessuras modificadas. No
entanto, quando esses materiais atingem o Dc da particula, propriedade essa
caracteristica de cada material (ferrita de cobalto por volta de 70 nm, magnetita em
torno de 25 nm), vdo sendo formados multidominios devido ao aumento da energia na
formacdo das paredes de dominio, o que ndo é bom para o processo de formacdo de
nanoparticulas. Segundo a literatura, os monodominios s&o configuragdes mais
convenientes para nanoparticulas magnéticas e eles encontram-se abaixo do Dc
(MATHEW e JUANG, 2007; FARAIJI et al, 2010; KARIMI et al, 2013).

Portanto, a Hc, uma das propriedades magnéticas do material, possui relacao
direta com o tamanho das NPsM, ao diminuir o didmetro das NPsM diminui a Hc, onde
0s materiais em estado ferri/ferromagnético passa a apresentar comportamento
superparamagnético (ZI et al, 2009) e a ser considerados materiais em escala
nanometrica.

O superparamagnetismo é o comportamento magnético de particulas pequenas
(abaixos do Dc) constituidas por um unico dominio magnético (MATHEW e JUANG,
2007), e a magnetizacdo das NPsM é classificada como um grande e Gnico momento
magnético, ou seja, a juncdo de todos 0s momentos magnéticos proprios carregados
pelos atomos. Esse comportamento é resultado da grande tendéncia de alinhamento dos
momentos magnéticos das particulas com o campo aplicado, e ocorre quando a (Hc) é

nula, ndo ocorrendo a perda de energia no processo de reversibilidade da direcdo da



magnetizacdo do material imposta pela inversdo do campo magnético aplicado (JEONG
et al, 2007).

O comportamento superparamagnético contribui para a estabilidade coloidal das
NPsM em meio fisioldgico, evitando aglomeracdes por processo magnético, que pode
causar embolia capilar. Esses materiais também apresentam rapida e excelente resposta
ao campo aplicado (JEONG et al, 2007).

O comportamento superparamagnético (Figura 4a) de NPsM pode ser observado
a partir da curva de variacdo da magnetizacdo (emu/g) versus variacdo do campo
magnético aplicado (H), onde ha auséncia de histerese, ou seja, 0 material analisado nao
apresenta magnetizacdo na auséncia de um campo magnético. Em NPsM
ferromagnéticas (Figura 4b) uma curva de histerese é observada no mesmo gréafico
(SINNECKER, 2000; SUN, 2006).

M Ms Ms

a b
Figura 4: Curva de magnetizacdo (M) versus campo magnético (H): (a) materiais
superparamagnético e (b) materiais ferro/ferrimagnético. Ms-magnetizacdo de
saturacdo; Mr-magnetizacdo remanente; Hc-coercividade. Fonte: SUN (2006)

Analisando a curva de magnetizacdo versus o campo aplicado para NPs
superparamagnéticas (Figura 4a) e ferro/ferrimagnéticas (Figura 4b), inicialmente o
momento magnético resultante de cada particula esta orientado em direcdes distintas e a
magnetizacdo € nula, o campo € aplicado e 0 momento magnético da particula comeca a
se orientar no sentido do campo até atingir a magnetizacdo de saturacdo (Ms) nesse
momento ocorre o alinhamento dos dipolos magneéticos na mesma diregdo do campo
aplicado, alinhamento maximo. Neste momento o campo magnetico aplicado € reduzido
e 0S momentos magnéticos das particulas se desalinham, consequentemente sua
magnetizacdo diminui, 0 campo chega a zero, as particulas ferromagnéticas apresentam

uma consideravel magnetizagdo remanente (Mr) e as particulas superparamagnéticas
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apresentam Mr desprezivel, ou seja, as NPs ferromagneéticas mesmo na auséncia de um
campo magnético apresentam magnetizacdo e as NPs superparamagnéticas na auséncia
de um campo ndo retém magnetizacdo. Para que ocorra a desmagnetizagdo completa o
campo aplicado é invertido e seu modulo varia até o valor em que a magnetizagéo é
igual a zero, valor conhecido como Hc. No caso de particulas superparamagnéticas,
quando o campo magnético é removido, 0s momentos se desalinham e ndo apresentam
valores de Hc, particulas com esse tipo de comportamento sdo recomendadas para
aplicacdes em medicina. Entretanto, particulas ferro/ferrimagnéticas apresentam valores
de Hc, muitas vezes valores elevados. Ao aumentar o0 campo na direcdo negativa 0s
dipolos véo se orientando até atingir uma nova Ms agora no sentido oposto, ao reverter
0 campo aplicado ocorre uma nova orientacdo dos dominios, ocorrendo a repeticdo do
ciclo de histerese. A area interna da curva de histerese significa a quantidade de energia

que foi dissipada no processo da obtencédo do ciclo de histerese (HARRIS, 2002).

2.1.1. Estabilidade de Nanoparticulas Magnéticas

As NPsM possuem uma elevada razdo area superficie-volume, por conseguinte,
apresentam tamanhos reduzidos e uma elevada energia livre de superficie. Para
minimizar essa energia as particulas tendem a aglomerar-se durante a rota sintética, com
a consequente diminuicdo da area superficial. As NPsM ainda contam com fatores
adicionais para a agregacdo, o valor de pH e a atracdo magnética entre as particulas.
Esses fatos apresentam influéncias significativas no tamanho das particulas, bem como
na sua forma, aglomeracdo e/ou agregacdo e, principalmente, na sua estabilidade,
quando dispersa em um meio fluido. Outro fator que influéncia a estabilidade das NPsM
¢ a oxidacdo devido a alta reatividade da sua superficie quimica, quando em contato
com oxigénio. Isso ocasiona a perda abrupta de magnetizacdo e dispersabilidade
(KUCHIBHATLA et al, 2000).

Para que esses problemas sejam solucionados existem estratégias de
estabilizacdo, ou seja, 0 uso de um agente estabilizador adsorvido & superficie das
NPsM. Vérias substancias podem ser utilizadas como agentes estabilizantes, e as mais
importantes sdo os surfactantes, tais como &cido oleico, &cido estearico e acido laurico
(KUCHIBHATLA et al, 2000; ZHANG et al, 2006).



2.1.2. Acido Oleico

O é&cido oleico (AO) (Figura 5) ¢ uma molécula orgéanica da classe dos &cidos
carboxilicos, que possui uma cadeia longa de 18 carbonos e uma instauracdo em sua

estrutura, sendo chamado de acido graxo insaturado (YU et al, 2015).

O
C (CH2)7 CH CH (CH2)7 CH3
HO

Figura 5: Representacdo da molécula de acido oleico. Fonte: LU et al (2008)

O AO ¢ conceituado como um excelente tensoativo organico, pois possui uma
boa interacdo com os metais através do grupo —COOH, fato este observado na Figura 6
que representa uma NPs de CoFe2Os (LU et al, 2008; ROONASI e HOLMGREN,
2009).

a) \% f{'// b)
NJ_/\/ o
e C {CHz2)~ CH CH (CHz2)~ CH3
O

Figura 6: Representacéo de (a) NPs de CoFe204 surfactada por AO e (b) detalhamento
da ligagdo metal carboxilato (-COQO"). Fonte: LU et al (2008) e YANG et al (2010)

O AO é uma molécula de protecdo bastante utilizada no revestimento de NPsM
para evitar sua oxidacdo, bem como atribuir a elas novas propriedades, por exemplo,
torna-las hidrofébicas e assim evitar as aglomeragdes (LU et al, 2008; ROONASI e
HOLMGREN, 2009).

2.1.3. Ferrita de Cobalto

De uma forma geral, as ferritas sdo compostas, basicamente, por oxido de ferro,

Fe,03, e um metal bivalente, que no caso da ferrita de cobalto é o Co?*. A maioria das



ferritas apresentam estrutura do tipo espinélio com um empacotamento cubico de faces
centradas de &tomos de oxigénio, sendo que os ions metélicos (cations) ocupam 0s
intersticios entre os 4&tomos de oxigénio (&nions), formando os sitios tetraédricos e 0s
sitios octaédricos (CULLITY e GRAHAM, 2009; HOUSHIAR et al, 2014), como pode
ser observado na Figura 7, que apresenta a CoFe,O4 com estrutura cubica de espinélio.
Os espinélios das ferritas podem ser classificados como normais, sendo 0s sitios
tetraédricos compostos por fons bivalentes, Me?*, e os sitios octaédricos por ions
trivalentes, Fe®, ((Me*")tracarico [F€2*loctasarico Oa). O espinélio invertido pode ser
descrito como os ions trivalentes, Fe**, ocupando o sitio tetraédrico e metade do sitio
octaédrico e os fons divalentes, Me?*, ocupando a outra metade do sitio octaédrico,

((Fes+)tetraédrico[M92+F93+]0ctaédricoo4)-

@ Oxigénio
®  Sitios octaédricos

Sitios tetraédricos

Figura 7: Representacdo da estrutura cubica de espinélio da ferrita de cobalto. Fonte:
HOUSHIAR et al (2014)

Na estrutura com o espinélios parcialmente inverso, tanto os sitios tetraédricos
quanto os sitios octaédricos sdo ocupados por fons Me?* e Fe®,
(Me?" Fe")tetrasarico] Me?* Fe**octasdricoO4). A ocupacdo de sitios tetraédricos ou octaéricos
dependem, em muitos casos, do método de preparacdo do material (SZOTEK et al,
2006; KUMAR et al, 2013; HOUSHIAR et al, 2014), bem como da alta
eletronegatividade do oxigénio, que faz ligacdes ibnicas fortes com os ions trivalentes e
bivalentes, e vai depender da distribuigdo ionica dos ions. Essas caracteristicas vao
determinar as posteriores aplicagdes do material.

Geralmente, as NPsM de CoFe>Os apresentam estrutura cubica de espinélio
inverso  ((Fe*")tetraédrico[ CO?*Fe**]octaéaricoOs), Mas a estrutura cubica de espinélio

parcialmente inverso ((Co?"Fe*")etracdrico[ CO? F&3*]octasdricoO4) também é encontrada na
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literatura (ZHANG et al, 2010; KUMAR et al, 2013). A CoFe2O4 possui propriedades
magnéticas e é considerada material de elevada dureza por apresentar elevada
coercividade (Hc), e manifestar magnetizacdo remanente (M;). Também exibe um
moderado valor de magnetizacdo de saturacdo (Ms) e uma consideravel estabilidade
quimica (ZHAO et al, 2007; XIAOA et al, 2010; AMIRI e SHOKROLLAHI, 2013).
Porém, algumas pesquisas revelam que essas propriedades podem apresentar valores de
Hc, Ms e Mr baixos, retificando que as propriedades magnéticas dependem
essencialmente do método de preparacdo das particulas. Normalmente a CoFe204
apresenta propriedades denominadas ferri/ferromagnéticas, fortemente influenciadas
pelo método de sintese (TORCHILIN, 2006; JUN et al, 2008). A literatura reporta que a
temperatura de 0 K a Ms da CoFe204 é maxima e vai diminuindo conforme ocorre o
aumento da temperatura. Ela cai para zero na temperatura de Curie (Tc) em 793 K, e
passa a apresentar um comportamento paramagnético acima da Tc (FRANCO e SILVA,
2010).

Segundo estudos cientificos a CoFe204 possui Dc de monodominio de 70 nm e
Dsp proximo a 10 nm (TORCHILIN, 2006; JUN et al, 2008; KARIMI et al, 2013), a
temperatura ambiente. Chinnasamy et al (2003) descreveram valores de Dc de 40 nm
para a ferrita de cobalto, enquanto Xiao et al (2010) e Gupta e Kompella (2006)
afirmaram que NPsM com tamanhos menores que 20 hm ndo retém magnetizacdo, mas
ndo respondem bem a um campo magnético, sendo o tamanho critico de 10 nm para o
material passar a apresentar propriedades superparamagnéticas. Contudo, particulas
feri/ferromagnéticas e superparamagnéticas sao utilizadas no transporte de farmacos.
NPs com comportamento superparamagnético sao as mais indicadas, pois ndo retém
magnetizacdo na auséncia de um campo magnético externo, evitando aglomeracbes
(TORCHILIN, 2006).

2.1.3.1. Métodos de sintese das NPsM de Ferrita de Cobalto

As particulas de CoFe>O4 podem ser obtidas por diversas rotas sintéticas, entre
eles destacam-se as mais utilizadas, a microemuls&o, a coprecipitacdo e o sol-gel.

A sintese por microemulsdo consiste em um sistema com duas fases liquidas
imisciveis, agua (A) e oleo (O). Basicamente s&o trés tipos descritos na literatura, O/A,
AJ/O e bicontinuo. O sistema O/A pode ser formado a partir da baixa concentracdo da

fase oleosa e na presenca de emulsificantes com equilibrio hidréfilo-lipofilico; ja o
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sistema A/O pode ser formado a partir da baixa concentracdo da fase aquosa e com a
presenca de emulsificantes; o sistema bicontinuo pode ser formado quando a
concentracdo da fase oleosa e da fase aquosa é similar. Os surfactantes sdo responsaveis
pela estabilidade do sistema. Particulas obtidas por microemulsdo resultam em
tamanhos uniformes (WANG et al, 2006; FARAJI et al, 2010).

O método sol-gel € um dos métodos mais empregados na obtencdo de materiais
particulados. O sol consiste na dispersdo de particulas coloidais em um fluido, e o gel é
constituido pela estrutura rigida de particulas coloidais ou de cadeias poliméricas.
Basicamente ocorre a transicdo do sistema sol para o sistema gel que imobiliza a fase
liquida nos intersticios. A fase dispersa e fase dispersante estdo divididas de forma
homogénea no sistema. No processo de obtencdo das NPsM sdo utilizadas solugcbes
aquosas de sais inorganicos ou alcoxidos metalicos solubilizados em solventes
organicos (RAJAEIYAN e BAGHERI-MOHAGHEGHI, 2013).

Coprecipitacdo é um dos métodos sintéticos que apresenta diversas vantagens
em relacdo aos outros por apresentar homogeneidade quimica, de facil e simples
execucdo a temperaturas ndo tdo altas, e equipamentos de sintese acessiveis e de baixo
custo. O tempo de reacdo € relativamente rapido, com boa reatividade do material
obtido, porém possui uma desvantagem de ndo ser possivel controlar o tamanho das
particulas. O processo de obtencéo é simples e baseia-se na mistura de sais inorganicos
em meio aquoso, seguido da precipitacdo com uma base. O precipitado € lavado e seco
em estufa (FARAJI et al, 2010; SINKO et al, 2012; RAJAEIYAN e BAGHERI-
MOHAGHEGHI, 2013).

Normalmente, as ferritas sdo preparadas segundo a reacdo quimica representada

na Equacéo 1,

Me* +2Fe* +80H~ — MeFe,0, +4H.,0 (1)

O Me representa o metal bivalente presente nas ferritas, tais como Co?*, Mn?",
Cu?*, Zn?*, Fe**, Mg?*. Essa reacao de coprecipitacio possui relacdo estequiométrica de
2:1, Fe**/Co?*, e 0 pH de precipitagdo pode situar-se entre 8 e 14, dependendo da
concentracdo da base utilizada na sintese (FARAJI et al, 2010). Devido a simplicidade e

eficacia desse método ele foi escolhido para obtencdo das NPsM.
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2.2. Biopolimeros

Os biopolimeros ou polimeros naturais vém sendo considerados alternativas aos
materiais provenientes dos derivados do petroleo (ABDI, 2015). Geralmente sdo
biocompativeis e biodegradaveis, produzidos por organismos Vvivos e presentes na
maioria deles tais como: celulose, amido, proteinas, quitosana e outros. Suas func¢des
principais sdo catalise de reagdes, armazenamento de carbono, armazenamento de
fosforo e mecanismo de defesa e protecdo em relacdo a ataques de outras células
(SINGH, 2011). Esses biopolimeros despertam grande interesse por vantagens
adicionais, como a possibilidade de modificacdes em sua estrutura, propiciando a
obtencdo de moléculas derivadas para o uso especifico (KURITA 2006).

Os polissacarideos sdo considerados polimeros naturais, de elevada massa molar.
Destacam-se nesse cendrio a quitina (quitosana) e a celulose, consideradas
polissacarideos estruturais com fungdes bioldgicas, agindo como elementos de
sustentacdo (KOZARSKI et al, 2014).

2.3. Quitosana

A quitosana (2-amino-2-dexoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose) € um copolimero linear obtido da desacetilacdo da quitina (2-acetamido-
2-deoxi-D-glicopiranose) (DASH et al, 2011).

A quitina, pode ser observada na Figura 8 e a quitosana na Figura 9. Elas
possuem estruturas semelhantes, no entanto, a quitina possui 0 grupo acetamido (-
NHCOCHs3) no carbono na posicéo dois (C-2) e a quitosana possui 0 grupo amino (-
NH>). A quitina, por sua vez, é o segundo polimero mais abundante do planeta, superada
somente pela celulose (DASH et al, 2011). Ela foi isolada, primeiramente, no ano de
1811 por Braconnot em fungos Agaricus volvaceus. Entretanto, somente em 1894
Hoope-Seyler descreveu a quitosana. Ele realizou experimentos com a quitina, na
presenca de hidroxido de potassio concentrado sob refluxo a 180 °C, e obteve um
produto sollvel em acidos organicos e 4acido cloridrico, mais tarde denominado
quitosana. Porém, os estudos e aplicacdes da quitina e quitosana so se intensificaram a
partir de 1970, sendo a quitina produzida em grande escala industrial no Japédo. Hoje em
dia, esses polissacarideos sdo bastante promissores e utilizados em diversas pesquisas
de bioaplicacdes (LARANJEIRA e FAVERE, 2009).
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Figura 8: Representacdo da molécula de quitina, 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose.
Fonte: RINAUDO et al (2006)

A quitina é obtida de fontes naturais, principalmente de exoesqueletos de
crustaceos, insetos e fungos. Possui uma solubilidade extremamente limitada, soltvel
em hexafluoracetona e hexafluoro-2-propanol, porém a solubilidade est& associada ao
tipo de quitina obtido (RINAUDO et al, 2006; PILLAI et al, 2009). Para resolver esse
problema pode ser realizada uma reacdo de desacetilagdo através do tratamento térmico
da quitina com hidréxido de sddio, originando o seu derivado, a quitosana (DASH et al,
2011). A quitosana ndo possui solubilidade em agua, solventes organicos e bases. E
solivel em alguns acidos organicos, e em pH baixo (~3), quando o grupo NH: fica
protonado, atribuindo a molécula carater hidrofilico (RINAUDO et al, 2006; PILLAI et
al, 2009).

Quando a molécula de quitina apresenta grau de desacetilacdo superior a 60% é
considerada quitosana. O grau de desacetilacdo é a quantidade de grupamentos amino
livres na estrutura molecular da quitosana, e o grau de acetilacdo € quantidade de
grupamento acetamido livres na estrutura molecular da quitina. No processo de
desacetilacdo ocorre a substituicdo do grupo acetamido presentes na quitina por grupos
amino primarios, com a consequente obtencao da quitosana (KUMIRSKA et al, 2011).

Na Figura 9 é possivel observar a estrutura da quitosana. Ela possui os grupos
acetamido, amino, e hidroxilas em sua matriz polimérica. A quitosana é denominada
polimero policatidnico, onde as unidades de repeticdo estdo ligadas pelas ligacdes beta-
glicosidicas carbonos na posi¢do um (C-1) e carbonos na posicao quatro (C-4) (DASH
et al, 2011). Os grupos reativos amino e hidroxilas possibilitam a modificacdo ou

alteracéo da estrutura molecular.
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Figura 9: Estrutura da quitosana (2-amino-2-dexoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-

deoxi-D-glicopiranose). Fonte: DASHE et al (2011)

A quitosana possibilita a aplicagdo em diversas areas, como biotecnologia,

alimentacdo, agricultura, medicina, farmacologica, cosméticos (GONSALVE

S et al,

2011). Para tornar possivel a utilizagdo da quitosana em diversas aplicacdes, e

especialmente na area farmacoldgica, em estruturas nanoparticuladas de liberacdo de

farmacos, € preciso melhorar as suas propriedades estruturais com a insercdo de novos

grupos funcionais, conferindo ao polimero propriedades que atendam as aplicacdes

finais (molécula anfifilica) (CASETTARI et al, 2012). Diversos séo os derivados que

podem ser obtidos da quitosana como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10: Diversas moléculas de derivados obtidos a partir da quitosana
GONSALVES et al (2011)

2.3.1. Carboximetilquitosana

. Fonte:
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Uma das alternativas para melhorar a solubilidade da quitosana em meio
fisiologico e em diferentes pHs, bem como melhorar sua aplicabilidade, é realizar uma
modificagdo em sua molécula. Isso pode ser conseguido com a sintese da
carboximetilquitosana (CMQT) (ABREU et al, 2009; BIDGOLI et al, 2010;
GONSALVES et al, 2011), ou seja, a reacdo da quitosana com grupos carboximetil
(carboximetilacdo com acido monocloroacético), os quais reagem com as hidroxilas ou
com o grupo amino da molécula, dependendo das condi¢bes do sistema. Essa reacdo
deve ser realizada em meio fortemente alcalino para que ocorra a ativacdo da hidroxila
e, consequentemente, o ataque nucleofilico no cloro do acido monocloroacético
(ABREU et al, 2009).

Para que a carboximetilagcdo ocorra somente na hidroxila é necessario realizar a
sintese em baixas temperaturas, com isso o grupamento amino fica livre para posteriores

reacGes. A molécula da CMQT pode ser observada na Figura 11.

OCH,COCH

Figura 11: Representagdo da estrutura da molécula da carboximetilquitosana. Fonte:
UPADHYAYA et al (2013)

Esse derivado mantém as propriedades da quitosana, tais como alta viscosidade,
baixa toxicidade, biocompatibilidade, solubilidade em amplo intervalo de pHs, e
também a capacidade de formar géis e interacbes com diversas substancias
(UPADHYAYA et al, 2013). Portanto, a obtencdo desse derivado torna-se interessante
para aplicabilidade em futuros estudos.

2.3.2. Carboximetilquitosana-bz

Os polimeros anfifilicos apresentam em sua estrutura uma parte hidrofilica, e
substituintes hidrofobicos introduzidos. Portanto, podem ser utilizados na liberacédo de
farmacos hidrofébico, maximizando a solubilizacdo do farmaco e deixando a parte
hidrofilica em contato com o meio fisioldgico (DEBRASSI et al, 2011).
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Para a obtencao do polimero anfifilico, € utilizada a quitosana como polimero de
partida, que reage com um grupo carboximetil, e produz a CMQT (reacdo de
carboximetilacdo). Apos essa etapa, para a formacdo da parte hidrofébica da molécula
de CMQT, o grupo NH. da matriz polimérica reage com a carbonila de um aldeido,
formando uma base de Schiff (KUMAR et al, 2004). Nesse processo € bastante utilizado
0 benzaldeido para insercdo do anel aromatico no monémero de CMQT. Na Figura 12
pode ser observado a molécula obtida, carboximetilquitosana-bz (CMQT-BZ).

OCH,COOH
OH o)
H O—
CH3 H
H
H NH

TS
\/
Figura 12: Representacdo da molécula de CMQT-BZ. Fonte: MOHAMEDA et al (2013)

A CMQT-BZ, molécula derivada da quitosana tem sido utilizada em diversas
aplicagdes, como exemplo, para aumentar a solubilidade e diminuir a toxicidade de
farmacos hidrofobicos, imobilizacdo enzimatica, em fungicidas e na area médica
(RABEA et al, 2005; MOHAMEDA et al, 2013).

2.4. Principio Ativo Acetoxi DMU

O Acetoxi DMU (1,2,3-trimetOxi-5-(4-acetoxiestiril) benzeno) observado na
Figura 13, é um analogo sintético do resveratrol, dos estilbenos e do DMU-212. O
resveratrol € uma fitoalexina pertencente a uma classe de compostos designados
antibidticos naturais. Sua presenca ocorre em mais de setenta espécies distintas de
plantas, encontrado especialmente na uva, como resposta ao estresse causado por
ataques de fungos ou outras pragas. Ele ¢ um polifenol abundante no vinho tinto
(BAUR et al, 2006; MORO et al, 2008; ALONSO et al, 2009; PASTOR et al, 2013).

O composto resveratrol ja tinha sido citado em 1985 por Kimura et al, que
concluiram se tratar de uma substancia importante na precaucdo de inflamacGes.
Tambem foi comprovado que ele possui propriedades que atrasam o envelhecimento e

suprimem os radicais livres (JANG et al, 1999), age contra doencas oncologicas (varios
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tipos de cancer) (WANG et al, 2008; KARTHIKEYAN et al, 2013), por exemplo,
cancer no colo retal (EMILIA et al, 2012), antiviral (OH et al, 2012), inibicdo da
agregacdo plaquetaria e vasodilatagdo (WANG et al, 2015). O DMU-212 demonstrou
que é eficiente no combate ao cancer de ovario (PIOTROWSKA et al, 2014).

H,CO O
O \
H,CO

OCH,

OAcC

Figura 13: Representacdo da molécula de Ac.DMU, 1,2,3-trimetdxi-5-(4-acetoxiestiril)

benzeno.

O Acetoxi DMU (Ac.DMU) é um composto inédito por conta de sua acéo
anticancerigena. Ele possui formula estrutural similar ao resveratrol, massa molar em
torno de 328 g/mol, e € uma molécula lipofilica, de coloracdo amarelo-claro. Por se
tratar de uma substancia nova existem poucas informacdes na literatura. Apenas um
estudo foi realizado na Unicamp, setor de biologia (CAMARGO et al, 2011), em que 25
mg/kg do composto Acetoxi DMU foi aplicado em ratos portadores do carcinossarcoma
de Walker 256, por 5 dias da semana, durante 50 dias, ou até a morte dos ratos. O
resultado encontrado do tratamento fez diminuir em 50% o tamanho de tumores e
aumentou em 70% a sobrevida dos ratos tratados (CAMARGO et al, 2011).

Estudos da molécula de DMU-212, o revelam como um agente anticancerigeno
com atividade quimioprotetora igual ou superior ao resveratrol (SALE et al, 2004;
SALE et al, 2005). E importante destacar o Ac.DMU, pois sua sintese é mais simples

que a do resveratrol, além de apresentar maior rendimento.

2.5. Nanoparticulas Magnéticas Poliméricas

Nos ultimos anos, uma série de sistemas particulados estdo sendo
extensivamente investigados. Entre esses sistemas podem ser destacados oS
dendrimeros, lipossomos, ciclodextrinas, e NPs poliméricas, utilizados no transporte de
pequenas moléculas bioativas para a posterior liberacdo, favorecendo sua eficécia e
diminuindo a toxicidade (NAAHIDI et al, 2013).
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Em sistemas de NPs poliméricas podem ser inseridas NPsM que auxiliam o
exato direcionamento ao sitio-alvo através de um campo magnético externo. Esse
sistema pode ser chamado de NPsM poliméricas. As NPsM poliméricas contendo o
principio ativo sdo injetadas no ser humano via intravenosa ou arterial e um campo
magnético externo é utilizado para direciona-las e concentra-las no alvo desejado para
que o principio ativo seja liberado nas células doentes (HUANGA et al, 2012).

O tamanho das NPs poliméricas deve situar-se entre 10 e 1000 nm, podendo ser
produzidas como nanoesferas ou nanocapsulas (Figura 14). Para liberacdo controlada de
farmacos o tamanho ideal deve estar entre 100 e 300 nm para evitar que ocorra a
obstrucdo das veias da corrente sanguinea. As nanoesferas sdo caracterizadas por
possuirem uma matriz polimérica sélida e homogénea onde o principio ativo e as NPsM
ficam uniformemente ou fisicamente dispersas no polimero. Nas nanocépsulas, ha a
presenca de um nucleo oleoso envolvido por uma membrana polimérica, onde o
principio ativo e as NPsM ficam no ndcleo oleoso (KUMARI et al, 2010; NAAHIDI et
al, 2013).

& )
< &

i\ e
& &Q ® Farmaco

o ,)Q
‘% ’, al 838 @ [NPs magnéticas

o Polimero

Figura 14: Representacdo de sistemas de producdo de nanoesferas e nanocapsulas,
contendo o farmaco, as NPsM e o polimero de revestimento. Fonte: KUMARI et al
(2010).

As NPsM poliméricas possuem o principio ativo adsorvido em sua superficie ou
disperso em seu interior. Esta molécula pode ser hidrofébica, hidrofilica, proteinas,
peptideos, vacinas, entre outros. NPsM poliméricas apresentam grande estabilidade em
fluidos bioldgicos, além de possuirem baixo custo de armazenamento e atenuarem 0s
efeitos colaterais (KUMARI et al, 2010). Entretanto, as NPsM poliméricas podem
liberar o farmaco de diferentes formas, tais como: difusdo por meio da matriz
polimérica das nanoesferas, dessorcdo (o farmaco situa-se na superficie das NPs),
erosdo da matriz polimérica, difusdo por meio da parede das nanocépsulas, ou uma

combinacdo entre erosdo e difusdo. Dessa forma, o tipo de polimero utilizado na
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producdo das NPs vai determinar o mecanismo de liberacdo do composto ativo. O tipo
de polimero também interfere nas caracteristicas finais das NPs, como morfologia,
diametro da NPs, eficiéncia da encapsulagédo e carga superficial (FREDENBERGA et
al, 2011; WEISER e SALTZMAN, 2014).

Existem varios métodos de sintese para a producdo das NPs poliméricas que
podem ser adaptados a producdo das NPsM poliméricas, exemplos, salting-out, emulsédo
deslocamento do solvente, emulsdo difusdo do solvente e emulsdo evaporagdo do
solvente (REIS et al, 2006; RAOA et al, 2011). O que determina o método a ser
utilizado € a natureza do farmaco, para farmacos lipofilicos podem ser utilizados os
métodos de emulsdo deslocamento do solvente, emulsdo difusdo e salting-out, para
farmacos hidrofilicos e hidrofobicos pode ser utilizado o método de emulsdo
evaporacdo do solvente, no caso hidrofilico usa-se a técnica dupla emulsao agua-oleo-
agua (A/O/A), e no caso de farmacos hidrofobicos usa-se a técnica simples emulséo
6leo-4gua (O/A) (THOTE et al, 2005; WISCHKE e SCHWENDEMAN, 2008).

A liberacdo de farmacos por nanoestruturas proporciona uma alternativa a
tratamentos de longo prazo, apresentando vantagens em relacdo a administracdo
convencional de medicamentos, tais como, reducdo dos efeitos adversos, reducdo no
namero de doses aplicadas, capacidade de atravessar barreiras fisioldgicas, protecdo do
farmaco contra degradagdo, e manter o efeito terapéutico desejado (VENDRUSCOLO
et al, 2005; CHAVANPATIL et al, 2006). A Figura 15 aponta a comparacdo da
administracdo de farmacos em tratamentos convencionais com a liberacdo controlada de

NPs poliméricas.

1- Tratamento convencional
2- Liberac¢iio controlada
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Figura 15: Representagdo de um sistema de administracdo de farmaco na forma
convencional comparado com a forma de liberacdo controlada. Fonte: DASH e
CUDWORTH 11 (1998)
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O tratamento convencional requer a aplicacdo de vérias doses ao dia para
conservar as concentracdes plasmaticas terapeuticamente eficazes, sendo que o nivel do
farmaco pode cair abaixo da concentracdo minima eficaz (tratamento ineficiente) ou
ultrapassar a concentracdo minima tdxica (ocasionando danos ao paciente). Enguanto
que a liberacéo controlada mantém a agdo do farmaco em um nivel desejado no plasma
por um longo periodo sem ir a niveis toxicos ou cair a niveis ineficazes (DASH e
CUDWORTH 11, 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Sintese e caracterizacdo de nanoesferas poliméricas magnéticas, pelo método de
emulsdo difusdo do solvente, contendo o principio ativo Acetoxi DMU, encapsulado na

matriz polimérica de derivados da quitosana.

3.2. Objetivos Especificos

i. Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto
(NPsM de CoFe20a) por coprecipitacao;

ii. Sintetizar e caracterizar o principio ativo, Acetoxi DMU pela reacdo de Heck-
Matsuda;

iii. Sintetizar e caracterizar o carboximetilquitosana e o carboximetilquitosana-bz,
partindo da molécula de quitosana;

iv. Incorporar o Acetoxi DMU as nanoparticulas poliméricas magnéticas, através da

metodologia de emulsdo difusdo do solvente;
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes Utilizados

Na Tabela 1 sdo apresentados os reagentes utilizados durante as sinteses ao

longo desse trabalho.

Tabela 1: Reagentes utilizados no trabalho.

Reagente Formula Procedéncia Pureza
Hdrdéxido de sédio NaOH Anidrol 97,0%
Cloreto de cobalto CoCl2.6H.0 \etec 98,0%
hexahidratado
Cloreto de  ferro FeCls LAFAN 98,0%
anidro
Acido nitrico HNO3 Synth 65,0%
Acido oleico Ci18H3402 Synth -
Acetona Cs3HesO Synth 99,5%
Alcool iso-propilico CsH70OH \etec 99,5%
Quitosana (CeH1104N)n Sigma Aldrich GD 74-85%
Acido CICH2CO2H Sigma Aldrich 99,0%
monocloroacetico
Alcool etilico C2Hs0H Synth 99,5%
Boroidreto de sodio NaBH4 Sigma Alderich 98,0%
Metanol CH3OH Panreac 99,9%
Eter (C2Hs)2° Merck 99,9%
Nitrato de sédio NaNO3 Synth PA
Anilina CeH7N Merck PA
Acetato de sédio C2H3NaO; \etec PA
Acetato de paladio C4HesO4Pd Sigma Aldrich -
Tetrahidrofurano C4HsO Sigma Aldrich -
Alcool metilico CHsOH Panreac 99,9%
Acetato de etila C4HgO2 Synth PA
Tween 80 Ce4H124026 Sigma Aldrich -
4.2. Parte Experimental
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4.2.1. Sintese das Nanoparticulas Magnéticas de Ferrita de Cobalto

As NPs de CoFe>O4 foram sintetizadas por coprecipitacdo, na presenca e na
auséncia de AO, nas condicdes estabelecidas na Tabela 2. Em um béquer contendo 1600
mL de agua ultrapura, foi adicionado 128,0 g de NaOH (2,0 mol L) e aquecido a 100
°C, sob agitacdo mecénica constante, originando a solucdo 1. Paralelamente foram
preparadas duas solucgdes, uma de 133,0 mL de CoCl2.6H.0 (15,9 g), e outra de 266,0
mL de FeCls Anidro (21,60 g). Essas duas solugfes foram misturadas e sobre elas
adicionado 64,00 mL de HNOs, originando a solugdo 2. Ambas as solugbes foram
aquecidas anteriormente a mistura, ou seja, a solucdo de hidroxido de sddio a 100 °C e a
solugéo contendo os metais a 80 ou 90 °C. A solucéo 2 foi vertida rapidamente sobre a
solucédo 1, sob agitacdo mecanica vigorosa por 1 hora, formando um precipitado negro.
Logo apos, a essa mistura foi adicionado 10,00 mL de AO, gota a gota, a 80 ou 90 °C,
permanecendo a rea¢ao sob agitacdo mecéanica vigorosa, por mais 1 hora. Esta etapa ndo
foi realizada para a CoFe>O4 sem o AO. Posteriormente, o sistema foi deixado resfriar
até temperatura ambiente. Com o auxilio de imas ocorreu a decantacdo das NPs, e o pH
de coprecipitacdo foi 13. A solucéo teve, entdo, o pH ajustado entre 4 e 5 com acido
nitrico. Em seguida foi realizada a lavagem das NPsM com uma mistura de acetona e
agua ultrapura (5 vezes) para retirar possiveis ions que nao reagiram, também o excesso
de AO, impurezas diversas, e deixar o pH final do material em 7. As NPs foram secas
em estufa por 12 horas a 60 °C (GYERGYEKA et al, 2012). O esquema experimental

pode ser observado na Figura 16.

Tabela 2: Condi¢6es experimentais para a sintese da CoFe>O4 por coprecipitacéo.

Experimentos NPsM Temperatura da Temperatura Agitacao
Temperatura X agitacéo base (°C) dos metais (°C) mecanica
mecanica (rpm)
Ferrita de cobalto sem AO 100 85 800
(CoFe204)
Ferrita de cobalto com AO 100 80 600
(CoFe204@A0-(80/600))
Ferrita de cobalto com AO 100 90 600
(CoFe204@A0O- (90/600))
Ferrita de cobalto com AO 100 80 1000
(CoFe204@A0O-(80/1000))
Ferrita de cobalto com AO 100 90 1000

(CoFe04@A0-(90/1000))
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Solucio 1

G Bl | 6000m 0
Solucio 2
NaOH (2M)
21,6 g FeCls
—
—] [15.9¢
CoCL6H20 -
~— 80 ou 90 °C
100 °C Solucio 1
AO 10,0 mL
DRX
DLS Lavagem
FT-IR Acetona/H20
DSC/TG/D,I Secagem em
estufa
VSM
ZFCFC pH 4~5 HNO3

Figura 16: Esquema representativo do procedimento experimental para a obtencdo de
NPsM de CoFe20a.

As NPsM de CoFe;04 foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo, devido
a simplicidade de execucdo desse método. O AO foi inserido na rota sintética a fim de
diminuir a energia de superficie das NPs para minimizar a aglomeracao, pois funciona
como um surfactante, atenuando a atracdo entre as NPsM. Além disso, foi usado com o
intuito de melhorar as propriedades das particulas (FARAJI et al, 2010; GYERGYEKA
et al, 2012) conferindo a elas caréater hidrofébico (YANG et al, 2010) e estabilidade
(FARAIJI et al, 2010) para posteriores aplicacdes.

A base utilizada na rota sintética foi o hidroxido de sodio, por ser uma base forte,
com maior potencial de precipitacdo. As temperaturas utilizadas foram relativamente
baixas, quando comparado com outros métodos de sintese, entre 80 e 100 °C para que
ocorresse a magnetizacédo, e o acido nitrico foi utilizado na solucéo contendo o cobalto e
ferro, para uma melhor solubilizacdo dos sais. A solugcdo dos metais foi vertida
rapidamente sobre a base para facilitar o processo de nucleacdo das particulas, e a
agitacdo mecanica foi mantida constante e vigorosa para a obtencdo de tamanhos

homogéneos. O pH de precipitacdo das amostras foi 13 e, ap6s as lavagens
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(Agua/acetona 50:50), para retirada de possiveis residuos organicos e inorganicos,

passou para 7

4.2.2. Sintese do Carboximetilquitosana

Em um baldo de 500,0 mL, foram adicionados 10,10 g de NaOH e uma mistura
de 10,00 mL de &gua ultrapura com 90,00 mL de alcool iso-propilico. A essa solucao,
foi adicionado 4,000 g de quitosana e mantida sob agitacdo magnética constante por 1
hora a £ 0 °C, para promover a alcalinidade e intumescimento da quitosana. Logo apds,
a mistura reacional foi armazenada em um refrigerador e mantida a + -5 °C por
aproximadamente 24 horas. Apos esse periodo, foi preparada uma solucdo de 6 g de
acido monocloroacético em 20,00 mL de alcool iso-propilico, e adicionada gota a gota
sobre a mistura reacional com agitacdo magnética constante e armazenada no
refrigerador por aproximadamente 24 horas a £ -5 °C. Ap0s essa etapa, a reacdo foi
finalizada com a adi¢do de 200,0 mL de alcool etilico 80%. O produto formado foi
filtrado, lavado com alcool etilico 80% e seco a vacuo por 3 horas (CHEN et al, 2003).

Foram realizados quatro experimentos, variando a massa do é&cido
monocloroacético (1,0 mol L, 1,5 mol L%, 2,5 mol L? e 50 mol L de &cido
monocloroacético em relagdo a massa de quitosana) (Tabela 3), mantido constante a
quantidade de quitosana e hidroxido de sodio, e ajustado a quantidade de alcool iso-

propilico conforme a quantidade de &cido monocloroacético utilizado no experimento.

Tabela 3: Variacdo da quantidade de &cido monocloroacético na sintese do CMQT.

Experimentos Acido
monocloroacético

1 (1,0 mol LY) 49

2 (1,5 mol L?) 6g

3(2,5mol L1 10¢g

4 (5 mol L) 20 g

A partir da obtencdo do CMQT, com melhor grau de carboximetilagdo, os

experimentos para a obten¢do do CMQT-BZ foram realizados.

4.2.3. Sintese do Carboximetilquitosana-bz
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Em um baldo de 500 mL contendo 133 mL de agua ultrapura foi adicionado 1,32
g de carboximetilquitosana e mantido sob agitacdo magnética (1000 rpm) a 25 °C. Em
seguida uma solugdo contendo 2,1 mL de benzaldeido e 15 mL de metanol foi
adicionada, gota a gota, sobre a solucdo contendo o CMQT. Metanol foi adicionado em
seguida para tornar homogénea a mistura reacional.

A reacdo foi mantida sob agitagdo magnética (1000 rpm) a 25 °C por
aproximadamente 24 horas. Apos esse periodo, foi preparada uma solugdo de 0,67 g de
boroidreto de sodio em 17,7 mL de agua ultrapura (0,4 mol L) e adicionada gota a gota
sobre a mistura reacional, mantendo a agitacdo magnética constante. Por fim, foi
utilizada acetona para a precipitagéo, filtracdo e lavagem. O produto final foi seco em
dessecador (RABEA et al, 2005; DEBRASSI et al, 2012; MOHAMEDA et al, 2013).

Foram realizados trés experimentos (Tabela 4), variando o volume do
benzaldeido, e mantendo constantes as quantidades de borohidreto de sédio (0,67 g) e a
quantidade de CMQT (1,3 g).

Tabela 4: Variacdo da quantidade de benzaldeido na sintese do CMQT-BZ.

Experimentos

(Concentracao em relacao Benzaldeido
ao CMQT)
2,5/1 mol L 2,11 mL
3,5/1 mol L 2,95 mL
4,5/1 mol L1 3,90 mL

4.2.4. Sintese do Acetoxi DMU
Primeiramente foi realizada a sintese do sal de diaz6nio e do catalisador (tris
(dibenzilidenoacetona) dipaladio (0)), sendo estes os precursores para a obtencdo do
principio ativo Ac.DMU.

424.1. Sal de Diaz6nio

O sal de diazdnio € um importante intermediario em sinteses organicas, e sua

obtencéo esté indicada na Figura 17.
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Figura 17: Reacdo de formacéo do sal de diazonio.

Em um béquer contendo 4,5 g de anilina, foi adicionado lentamente 11,9 mL de
acido tetrafluoborénico e mantido sob 0 °C, logo em seguida, adicionado 7,6 mL de éter
sobre a mistura. Apos, foi dissolvido 2,1 g de nitrito de sdédio em 9,0 mL de agua e
vertido lentamente na solucdo anterior, mantida a uma temperatura de -3 °C por 30
minutos. Um precipitado foi formado, filtrado e lavado com uma solucdo gelada de
metanol/dietil éter (1:4). O solido obtido foi filtrado e recristalizado em acetona e éter.

4.2.4.2. Tris (dibenzilidenoacetona) dipaladio (0) — Pdz(dba)s.dba

Em um erlenmeyer, preparou-se uma solucdo de dba (1,95 g), acetato de sodio
(1,7 g) e metanol (65,0 mL). A temperatura de 50 °C adicionou-se o0 acetato de paladio
(0,561 g). A mistura foi agitada por 4 horas a 40 °C, e o precipitado formado foi filtrado
e lavado com &gua, acetona e seco sob vacuo. Obteve-se 1,3 g (90 %) do produto
desejado como um sélido escuro. Com ponto de fusdo entre 155-156 °C, correspondente
ao reportado na literatura, entre 152-155 °C (MORO, 2010).

4.2.4.3. Reacdo de Heck-Matsuda

Através da reacdo de Heck-Matsuda é possivel obter o principio ativo Ac. DMU,

0 qual esta representado na Figura 18.

OAc

N,BF, O
OAc
+ Phy(dba),.dba HyCO RN
_—
X THF, 66 °C
H4CO OCH, H4CO
OCH, OCH,4

Figura 18: Reagdo de formacdo do 1,2,3-trimetoxi-5-(4-acetoxiestiril)benzeno,
Ac.DMU.
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Em um baldo contendo uma barra de agitagdo magnética foi adicionado 0,0714 g
do catalisador tris (dibenzilidenoacetona) dipaladio (0), Pd2(dba)s.dba, 0,8250 g de
acetato de sodio e 20,4 mL do solvente tetraidrofurano (THF). Essa mistura reacional
foi imersa em um banho de 6leo aquecido a uma temperatura de 66 °C e em seguida, foi
adicionado 0,4959 g do estireno apropriado e 1,1 g do sal de diazénio. Ap0Gs ocorrer a
total liberacdo de gas nitrogénio, a reacdo foi finalizada. A mistura reacional foi filtrada
em um plug de silica, com eluente foi usado o acetato de etila, o solvente foi removido a
pressdo reduzida. O bruto reacional foi purificado em coluna cromatografica “flash”
utilizando o hexano:acetato etila (80:20) como eluente (MORO, 2010).

4.2.5. Sintese das Nanoesferas Poliméricas Magnéticas

As nanoesferas poliméricas magnéticas foram obtidas a partir do método
emuls&o difusdo do solvente. Inicialmente, foi preparada a fase organica que consistiu
na solubilizagdo do principio ativo e do polimero (CMQT ou CMQT-BZ) em uma
mistura de 8 mL de acetato de etila com 5 mL de agua ultrapura. Em seguida as NPsM
foram dispersas a fase organica e misturadas com um bastdo de vidro (essa etapa nao foi
realiza para a obtencdo das nanoesferas poliméricas). Em paralelo a fase aquosa foi
preparada, em um béquer adicionando 8 mL de agua ultrapura e 1 mL do tensoativo
Tween 80. Essa solucdo foi sonicada por 2 minutos. A fase organica foi vertida sobre a
fase aquosa e sonicada por 8 minutos. Durante o processo de sonicacdo foram
adicionados 3 mL de agua ultrapura, provocando a difusdo do solvente orgéanico a fase
aquosa e a sua evaporacdo, permanecendo as nanoesferas dispersas na solugdo aquosa.
Por fim, foi realizada a liofilizacdo (SOUTO et al, 2012; LAI et al, 2014). Um esquema
do processo de obtencdo das nanoesferas poliméricas magnéticas pode ser observado na
Figura 19. Para a obtencdo das nanoesferas foi variado a massa do farmaco, o polimero
utilizado e a adicdo ou ndo de NPsM (CoFe204) & fase orgénica, a Tabela 5 sumariza

essas variacoes.
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Figura 19: Representacdo do processo de obtencdo das particulas poliméricas

magnéticas contendo farmaco. Fonte: LAl et al (2014)

Tabela 5: Materiais utilizados para obtengdo das nanoesferas poliméricas magneticas.

Experimentos Polimero CoFe204 Acetoxi DMU
(mg) (mg)
1°CMQT 30 - 1%, 3%, 6%
2°CMQT 30 25 1%, 3%, 6%
3°CMQT-BZ 30 - 1%, 3%, 6%
4° CMQT-BZ 30 25 1%, 3%, 6%

*1%, 3% e 6% da massa do Ac.DMU em relacdo a massa do polimero utilizado na

sintese.

4.2.6. Validacdo do Meétodo Andlitico para o Acetoxi DMU por
Espectrofotometria UV-Vis

Para a validagdo do método analitico foram utilizados o farmaco Ac.DMU,
alcool metilico, agua ultrapura, os polimeros CMQT e CMQT-BZ. O equipamento
utilizado foi o espectrofotdmetro UV-Vis FEMTO.

Foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, limite de detec¢do (LD),
limite de quantificacdo (LQ), exatiddo e precisdo concordantes com as normas
estabelecidas pela International Conference on Harmonisation (ICH, 2005) e pela RE
n° 899/03 da ANVISA (ANVISA, 2003).
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Inicialmente foram realizados testes de solubilidade do farmaco em agua,
hexano, diclorometano, alcool etilico, alcool metilico, agua/alcool etilico v/v 50:50,
agua/alcool metilico v/iv 50:50, a 25 °C, para a definicdo da melhor solugdo diluente.
Para tal, levou-se em consideracdo o poder de solubilizacdo do farmaco, custo e

toxicidade do solvente.

4.2.6.1. Preparo das Amostras

Para o preparo da solucdo estoque da amostra, 50 mg de Ac.DMU foi
solubilizado em 20 mL de uma mistura de agua ultrapura/alcool metilico (50:50 v/v).
Essa solucéo resultante foi adicionada a um bal&o volumétrico de 50 mL e completado
com a mistura de agua ultrapura/alcool metilico, para atingir uma concentracdo de 100
pg/mL. A partir desta solugdo estoque foram preparadas as diluicdes necessarias. Apos o
preparo, todas as solugbes foram filtradas para leitura das amostras. Diante disso,
realizou-se a varredura na faixa de 200 a 800 nm para identificar 0 comprimento de

onda de maxima absor¢do do Ac.DMU.

4.2.6.2. Linearidade

O conceito de linearidade resume-se na capacidade de se obter resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentra¢do de analito na amostra, dentro de um
determinado intervalo, esse intervalo é de escolha do analista ou estudos anteriores
realizados (IUPAC, 2002; ICH, 2005).

A linearidade foi determinada a partir de solu¢des de Ac.DMU, por meio de uma
curva padrdo nas concentragdes de 2, 6, 10, 14, 18, 22 pg/mL. Cada concentracdo foi
realizada em triplicata. O coeficiente de correlacdo foi obtido através da regressdo
linear, pelo método de minimos quadrados. A absorbancia foi medida no comprimento

de onda de 315 nm, e os resultados foram tratados utilizando software Minitab 17.

4.2.6.3. Limite de Detecgdo

O LD pode ser determinado utilizando a equacédo linear da curva de calibracéo

da amostra (Y = a + bx), através do valor obtido para o coeficiente angular (b) e a
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variancia residual (S) determinados pelo calculo do desvio padrdo de um ndmero

adequado de amostras em branco, conforme a Equacéo 2 (IUPAC, 2002; ICH, 2005):

LD = Sx% )

Obs. O valor de 3,3 refere-se a uma constante numérica calculada de acordo com o nivel

de confiancga exigido.
4.2.6.4. Limite de Quantificacéo

O LQ é a menor quantidade de analito numa amostra que pode ser determinada,
quantitativamente, com precisdo e exatiddo adequadas (ICH, 2005). O LQ pode ser
determinado através da equacdo linear da curva de calibracdo da amostra (Y = a + bx),
utilizando os valores obtidos para o coeficiente angular (b) e a variancia residual (S),
determinados pelo célculo do desvio padrdo de um nimero adequado de amostras em
branco de acordo com a Equacéo 3 (ICH, 2005):

LD = Sx% (3)

4.2.6.5. Exatiddo (método de recuperacao)

A exatiddo de um procedimento analitico resume-se no grau de concordancia
entre o valor que € aceito como verdadeiro convencional (ou um valor de referéncia
aceito) e o valor encontrado do analito (IUPAC, 2002; ANVISA, 2003 ICH, 2005).

A exatiddo foi determinada a partir de ensaios de recuperacdo de trés
concentragcdes conhecidas da amostra: 2, 10 e 22 pg/mL, minimo, médio ¢ maximo. O
procedimento foi realizado em triplicata e em dois dias diferentes. Posteriormente as
amostras foram analisadas e as concentragdes foram recalculadas através da curva de
calibracéo e, por fim, foram comparadas as concentragcdes obtidas com as concentragdes

teoricas.
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4.2.6.6. Precisdo

A andlise da precisdo de um método analitico expressa o grau de concordancia
entre as varias medidas obtidas a partir da amostragem multipla de uma mesma amostra
homogénea nas condic¢Bes prescritas (IUPAC, 2002; INMETRO, 2003; ICH, 2005).
Foram analisados o0s niveis de precisdo: precisdo intermedidria (ensaios em dias
diferentes) e repetibilidade (diferentes ensaios no mesmo dia). Para todos 0s niveis
foram realizadas seis varreduras de trés solucBes com concentragdo de Ac.DMU
conhecida (2, 10 e 22 pug/mL). Os niveis de precisdo foram determinados pelo desvio

padrdo relativo percentual (DPR %) dos resultados obtidos nas curvas analiticas.

4.2.7. Determinacdo da Recuperacéo Percentual do Acetoxi DMU

A determinacédo da recuperacdo percentual é realizada para identificar possiveis
perdas operacionais que podem ocorrer durante o experimento. Para que seja possivel
determinar o valor real da eficiéncia de encapsulacéo é preciso verificar a quantidade do
principio ativo encapsulado em funcdo do valor final, ou seja, a concentracdo real de
Ac.DMU presente na amostra.

Para a obtencdo do valor de recuperacdo percentual foi coletado 1 mL da
dispersdo formada em cada experimento e seco em estufa a 70 °C, por duas horas. Em
seguida, as aliquotas secas foram diluidas em 2 mL da mistura de agua/metanol,
filtradas, e coletados 1 mL desses filtrados, e adicionados a um baldo de 10 mL e o
volume aferido com solvente (dgua/metanol 1:1 v/v). Em seguida, foi determinada a
absorbancia das diluicdes, em 325 nm, sendo a porcentagem de recuperacdo

determinada pela curva de calibracdo e com auxilio da Equacéo 4.

[Ac.DMU]
[Ac.DMU]

real Xloo ( 4)

inicial

Recuperacéo (%) =

A concentracdo real é a concentragdo de Ac.DMU presente na disperséo ao final
do experimento de obtencdo das nanoesferas, a concentracéo inicial é a concentragdo de

Ac.DMU adicionada no inicio do experimento de obtencéo das nanoesferas.
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4.2.8. Eficiéncia de Encapsulacao (EE, %)

A concentracdo real do Ac.DMU, presente na dispersédo final das nanoesferas, foi
obtida através do procedimento anterior, ndo obstante, esses valores ndo indicam se o
Ac.DMU se encontra encapsulado ou disperso em agua. Para sanar essa duvida foi
necessario determinar a eficiéncia de encapsulacdo a qual indica a quantidade de
Ac.DMU incorporado ou adsorvido na superficie das nanoesferas.

Para obter a EE (%), uma aliquota de 0,5 mL de cada um dos experimentos
realizados foi coletada, filtrada e centrifugada a 3.000 rpm por 1 hora. O filtrado obtido
foi seco em estufa & 70 °C por 24 horas. Essas amostras secas foram diluidas em 2,0 mL
da mistura de agua/metanol e uma aliquota de 1, mL foi transferida para um baldo
volumétrico de 10,0 mL e aferido o volume com a mistura de solventes (dgua/metanol
1:1 v/v). Logo apds, foi determinado a absorbancia das diluicbes, em 325 nm, sendo a

EE (%) calculada pela Equacgéo 5.

real [ACDMU]
[Ac.DMU]

EE(%) — ndo encapsulad x100 (5)

real

FA&DMU]

A concentracdo real de Ac.DMU ¢ aquela ao final do experimento de obtengéo
das nanoesferas e concentracdo ndo encapsulada é a concentracdo que ndo foi
incorporada ou adsorvida na superficie das nanoesferas e calculadas através da curva de

calibracéo.
4.3. Meétodos de Caracterizacéo
4.3.1. Difragdo de Raios X (DRX)
As amostras foram analisadas pelo equipamento da marca Bruker, modelo D2
phaser, com radiacdo de Cuk a (X=1,5418A) e detector Lynxeye, voltagem de 30kV e
corrente de mA. A varredura foi realizada de 15 © a 80° em 26, e passo de 0,05° por

segundo. Essa analise foi realizada na Universidade Estadual do Centro-Oeste,
UNICENTRO-PR pela professora Eryza Guimaraes.
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4.3.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz, (Dynamic Light Scattering (DLS)), mede
movimentos brownianos, e os relaciona com o tamanho da particula analisada. Portanto,
a mesma temperatura, particulas maiores vao se movimentar mais lentamente que as
particulas menores.

Para analisar o tamanho medio das NPsM, das nanoesferas poliméricas
magnéticas e das nanoesferas poliméricas foi utilizado o equipamento da Malvern
Instruments, ZETANANOSIZER. As analises foram realizadas a 20 °C, usando agua
ultrapura para NPs poliméricas e hexano para NPsM como dispersante. As anélises
foram realizadas na Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO-PR.

4.3.3. Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das diferentes amostras foram obtidos através do aparelho
Vertex da Bruker 70, com reflectancia atenuada ATR. Os espectros foram feitos com 16
scans e resolucdo de 4 cm™. As andlises foram realizadas na Universidade Estadual de

Londrina no Laboratdrio de Quimica Prebi6tica do Prof. Dr. Dimas Zaia.

4.3.4. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Analise
Termogravimétrica (TG/DTA)

As amostras foram analisadas em um equipamento de Anéalise Térmica
(TG/DTA/DSC), da marca TA Instruments, modelo SDT Q600. Condi¢bes utilizadas:
temperatura inicial e final de 25 °C e 800 °C, respectivamente, com taxa de aquecimento
de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio a 20 mL/min. As analises foram realizadas na
Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO-PR pelo Prof. Dr. Ricardo Y.
Miyahara.

4.3.5. Magnetdémetro de Amostra Vibrante (VSM)

As medidas de magnetizacdo de saturacdo foram obtidas a temperatura
ambiente, por meio de um magnetdbmetro Quantum Design PPMS Evercool I

(magnetdbmetro de amostra vibrante VSM (Vibrating Sample Magnetometer)). Todas as
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medidas foram realizadas em um campo magnético maximo de 90 kOe (9 Tesla), e taxa
de varredura maxima de 250 Oe/s. As analises foram realizadas na Universidade Federal
do Parand no Laboratorio de Caracterizagdo Magnética de Materiais pelo Prof. Dr.

Dante Mosca.

4.3.6. ZFC (Zero Field Cooled) e FC (Field Cooled)

As propriedades magnéticas foram avaliadas via curva de magnetizagcdo versus
temperatura, ZFC-FC. A temperatura foi variada de 5 a 400 K, e o campo mantido a 500
Oe. As anélises foram realizadas na Universidade Federal do Parana no Laboratorio de
Caracterizacdo Magnética de Materiais pelo Prof. Dr. Dante Mosca.

4.3.7. Titulacdo Condutimétrica

A titulacdo condutimétrica foi utilizada para analisar a porcentagem de
carboximetil inserido na matriz polimérica da quitosana. Para a analise condutimétrica
foi utilizado um condutivimetro LT Lution Conductivity Meter CD-4301, com uma
escala de 2-20 mS. As medidas foram realizadas a 25 °C. Através da Equagdo 6 foi

calculado o grau de carboximetilacéo.

V, -V;x5,8

%CH,CO0 = x100 (6)

Onde V1 e V2 sdo os volumes (L) do titulante no primeiro e segundo pontos de inflex&o;
5,8 é 0 equivalente em massa correspondente a 0,1 mEq de CH>COO"; m é a massa (g)
da amostra utilizada na titulagéo.

4.3.8. Titulacdo Potenciométrica
A porcentagem de grupos amino remanescente nas amostras de quitosana e nas
amostras de carboximetilquitosana foi determinada por titulacdo potenciométrica. Para a

analise potenciométrica foi utilizado um pHmetro W3B pH METER da Bel

Engineering. A Equacéo 7 foi utilizada nos calculos:
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%NHZ — M NaOH (Vz _V1)161 %100 (7)
m

Onde, MnaoH é concentracdo da solugdo de NaOH (mol/L); V1 e V2 sdo os volumes (L)
de NaOH; 161 é a massa molecular da unidade monomérica da quitosana; m é a massa
(g) da amostra utilizada para a titulacdo. Através da Equacédo 8 foi calculado o grau de
desacetilagdo GD (NHz livre). Para calcular o grau de acetilagdo GA (grupo acetoamido

livre) foi usada a Equacao 6:
%GA =100-GD (8)

4.3.9. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Os espectros de RMN H das amostras de quitosana, CMQT e CMQT-BZ, foram
obtidos pelo equipamento ASCEND 400 MHz da Bruker, nas condigdes: 32 scans, TD =
65 k, SW =10 ppm e solvente D>O/HCI (100/1 v/v). As amostras foram analisadas na
Universidade Estadual de Londrina pelo doutorando Pedro Anizelli. Para o calculo do

grau de substituicdo do carboximetilquitosana-bz foi utilizada a Equacéo 9:

Al 'HAr=7,0ppm) (1)
Al THC, ~3,0ppm) " (N *HAr) (9)

%GSzE

Al *HAr corresponde a area da integral dos hidrogénios aromaticos préximos a 7,00
ppm; Al tHC; corresponde a area da integral dos hidrogénios ligados ao Cz, proximos a
3,00 ppm e N HAr corresponde ao niimero de prétons ligados ao anel aromatico.

O espectro de RMN *H do Ac.DMU foi obtido pelo equipamento ASCEND 250
MHz da Bruker. O solvente utilizado para as analises foram o CDCls. As amostras

foram analisadas na Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP, em Séo Paulo.
4.3.10. Potencial Zeta

As andlises de potencial zeta oferecem informacdes sobre a carga superficial das

nanoparticulas. As medidas de potencial zeta das amostras foram realizadas no
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equipamento da Malvern Instruments, ZETANANOSIZER, localizado na Universidade
Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO-PR.

4.3.11. Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia na regido do UV-Visivel foi utilizada para a validacdo do
método para o Ac.DMU. Foi utilizado um espectrofotdmetro 800X1 da FEMTO. As
andlises foram realizadas na Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO-PR
no Laboratorio de Pesquisas em Ciéncias Interfaciais (LAPECI) do Prof. Dr. Carlos

Alberto Policiano Almeida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, os resultados obtidos foram divididos em quatro partes. Na
primeira parte sdo apresentados e discutidos os resultados sobre a caracterizacao
estrutural e composicional, bem como a surfactacdo da superficie e as propriedades
magnéticas das NPsM de CoFe20s. Na segunda parte sdo mostrados e discutidos os
resultados sobre a modificagdo superficial e insercdo de novos grupos na molécula de
quitosana para a obtencdo de derivados possiveis de utilizagdo como polimeros de
revestimento para sistemas nanoestruturados, também foi apresentado o resultado para o
Ac.DMU obtido pela sintese de Heck-Matsuda. Na terceira parte sdo exibidos e
discutidos os resultados obtidos para o didmetro e a carga superficial dos coloides,
nanoesferas poliméricas magnéticas e nanoesferas poliméricas. Por fim, na quarta parte
sdo apresentados e discutidos os resultados para a validacdo do método analitico para o
Ac.DMU, assim como a avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo do farmaco as

nanoesferas poliméricas magnéticas e as nanoesferas poliméricas.

5.1. Nanoparticulas Magnéticas de Ferrita de Cobalto

O material obtido através da sintese de coprecipitacdo pode ser observado na

Figura 20.

Figura 20: NPsM de CoFe>O4 obtida pelo método de coprecipitacdo, em pé e em meio

dispersante.
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Conforme resultados obtidos nas caracterizacdes foi possivel observar que a
variacdo da agitacdo mecénica de 600 para 1000 rpm (Tabela 6) apresentou uma
pequena relevancia na obtencdo das particulas. No entanto, quanto maior a agitacdo
menor o tamanho da particula. A literatura apresenta variagdes na ordem de 2700 rpm a
8100 rpm, indicando particulas menores com agitacGes mais elevadas (MORAIS et al,
2001).

A variacdo de temperatura da solucdo de cobalto e ferro de 80 °C para 90 °C
apontou uma influéncia significativa nos resultados, maior a temperatura, ocorreu a
surfactacdo das particulas, menor a temperatura, ndo ocorreu e/ou ocorreu uma menor
surfactacdo das particulas com o AO.

As cinco diferentes amostras de ferritas de cobalto foram analisadas pela
difratometria de Raios X (DRX) e atraves do software Origin versdo 8.0 foi possivel
calcular a largura a meia altura (FWHM) do pico de maior intensidade (35,45°, 311). A

Tabela 6 aponta os valores obtidos.

Tabela 6: Largura a meia altura (FWHM) do pico de maior intensidade (35,45°, 311) das

amostras de CoFe;Os.

Amostras Largura a meia altura
(FWHM) do pico de maior
intensidade

CoFe204 0,66289
CoFe204@A0-80/600 0,68542
CoFe204@A0-90/600 0,69233
CoFe204@A0-80/1000 0,71985
CoFe204@A0-90/1000 0,75064

*80 e 90: temperaturas utilizadas nas rotas sintéticas.

*600 e 1000: agitacdo mecanica utilizadas nas rotas sintéticas.

Os valores obtidos de largura a meia altura (FWHM) do pico de maior
intensidade (35,45°, 311) (Tabela 6) seguem uma tendéncia e podem ser relacionados
com os valores obtidos pela técnica de DLS, os quais estdo condizentes para as trés
amostras analisadas por DLS. Quanto maior o valor da largura a meia altura, menor é o
tamanho da particula, indicando picos largos e de pequena intensidade, e quanto menor
o valor da largura a meia altura, maior é o tamanho da particula, indicando picos mais

finos e intensos. Portanto, a amostra CoFe2O4@A0O-90/1000 foi a que apresentou maior
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largura a meia altura (FWHM) e menor didametro médio aparente quando analisada por
DLS.

Os DRX das amostras de CoFe;O4 com AO e sem AO sdo apresentados nas

Figuras 21a e 21b. A fase cristalina e os parametros de difracdo foram identificados por
comparacdo com os dados padrées do JPCDS 00-022-1086 e JPCDS 01-074-3419.
Podem ser observados os picos de difracdo a 26, em 18,32°; 30,13°; 35,45°; 37,13
43,14°; 57,13°% 62,65° equivalentes aos indices de Miller (h, k, 1), (111), (220), (311),
(222), (400), (511), (440), respectivamente, caracteristicos da ferrita de cobalto
magnética (FRANJI et al, 2010).
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Figura 21: Difratogramas de DRX dos produtos de sintese por coprecipitacéo (a) sintese

com agitacdo mecéanica de 600 rpm e (b) sintese com agitagdo mecéanica de 1000 rpm.

Os parametros de DRX indicam a formacdo de picos bem definidos da fase
cristalina confirmando a estrutura cubica de espinélio parcialmente inverso, ou seja,
tanto os sitios tetraédricos quanto os sitios octaédricos sdo ocupados por cétions Fe3* e
por cations Co?*. A presenca do AO ndo interferiu na cristalinidade e na formagéo da
CoFe;04, pois os picos das amostras sintetizadas com AO séo condizentes com a ferrita
de cobalto sem AO.

Nas Figura 21a e 21b foram observados picos de impurezas, principalmente nas
amostras CoFe204, CoFe;04@A0-80/600, CoFe,O4@AO-80/1000 e CoFe.04s@AO-
90/1000, esses picos de difracdo em 29,37°, 31,86° e 47,91° (JPCDS 00-036-1474)
correspondentes aos indices de Miller (104), (006) e (018) sao caracteristicos do nitrato
de sodio. Isso pode ser explicado pelo fato de ter sido utilizado &cido nitrico na rota
sintética. O nitrato de sodio (NaNOs) nas amostras ocorre devido ao processo
ineficiente de lavagem para essas amostras.

Os diametros aparentes obtidos por DLS para trés amostras de CoFe.Os4 em
suspensdo podem ser observados na Figura 22. A amostra de CoFe.O4 (Figura 22a),
apresentou um diametro médio aparente de 522,1 nm. O histograma da amostra
apresenta uma distribuicdo variavel de 91,28 nm (3,5%) a 1484 nm (0,1%), porém
93,1% das particulas apresentam tamanho aparentes de 146,6 nm. Para a amostra
CoFe;04s@A0-80/1000 (Figura 22b) o didmetro medio aparente encontrado foi de
57,75 nm e o histograma mostra uma distribuicdo de tamanho aparente de 32,67 nm
(2,1%) a 91,28 nm (0,1%), sendo que a maior parte das particulas encontram-se em
43,88 nm (30,1%) e 50,75 nm (30%).

Para a amostra CoFe;04s@A0-90/1000 (Figura 22c) o didametro médio aparente
obtido foi de 21,49 nm, com distribuicdo uniforme e tamanhos aparentes variando entre
15,69 nm (3%) e 28,21 nm (5,3%). Também pode ser observado que 91,7% das
particulas apresentam tamanhos aparentes de 18,17 nm (41,7%) e 24,30 nm (50%). Essa
variacdo de tamanho aparente de uma amostra para outra pode estar relacionada a
surfactacdo das particulas com AO ou néo surfactacdo, como serd observado no espectro
de FTIR, comprovando que o AO proporciona estabilidade e limita a aglomeracdo das
NPsM.
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Figura 22: Histogramas de distribuicdo dos tamanhos das nanoparticulas (a) CoFe2O4
(b) CoFe.04s@A0-80/1000 (c) CoFe204@A0-90/1000.

A literatura apresenta valores de D¢ entre 15 a 70 nm para NPs de CoFez04

(KARIMI et al, 2013), sendo assim, as amostras sintetizadas com AO encontram-se

dentro da faixa de Dc. Entretanto, os resultados estimados por DLS sdo um tanto

43



elevados para a amostra sem AO. Uma explicagcdo para esses valores elevados pode
estar na formagdo de clusters devido as interagdes magnéticas dipolo-dipolo entre as
particulas formando aglomerados, mostrado no histograma através de uma distribuicdo
alargada ou pode estar relacionado a sobreposicdo das particulas maiores em relacao as
menores, pois 0 método de coprecipitacdo origina particulas de diversos tamanhos, e a
técnica de DLS mede o tamanho médio das particulas maiores. Foi analisado também o
potencial zeta (PZ) para as amostras expostas ao AO e os valores obtidos foram 0s
seguintes, para a amostra CoFe204s@A0-80/600 -8,8 mV, para a CoFe20s@AO-90/600
-13,4 mV, para a CoFe20,@AO0-80/1000 -9,2 mV e para a CoFe.Os@A0-90/1000 -
19,8 mV, pode-se concluir que a Gltima amostra possui melhor estabilidade em relagédo
as outras, pois valores de PZ mais elevados apontam dispersdes mais estaveis, as
particulas carregadas repelem umas as outras e essas forcas de repulsdo superam as
forcas de Van der Waals, responsaveis pela agregacao do material.

A fim de confirmar se o material formado foi a CoFe>O4, bem como se ocorreu a
surfactagdo com AO, foi utilizada a técnica de espectroscopia de infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). A Figura 23 aponta os espectros de infravermelho das
diferentes amostras no comprimento de onda de 4000 a 2000 cm™ e 2000 a 600 cm™. A
Tabela 17 (anexo) sumariza as caracteristicas observadas nos espectros de todas as
amostras.

O espectro na regido do infravermelho do AO (Figura 23b) apresentou bandas
caracteristicas em 3006 cm™, 2922 cm™ e 2853 cm™, relativas ao estiramento C—H do
grupamento CH—(C=C) (insaturacao cis presente no AO), do estiramento assimétrico do
CH, e do estiramento simétrico do CHy, respectivamente. Proximo a 1708 cm™
encontra-se uma das bandas mais importantes do AO, referente ao estiramento C=0
(banda da carbonila presente na ponta da molécula). Em 1463 cm™ e 1410 cm™ foram
observadas bandas referentes aos estiramentos C-O e COOQ-, respectivamente. A banda
na regido de 1310 cm foi atribuida ao estiramento COOH; e a banda proxima a regiéo
de 960 cm™ refere-se a deformagéo angular do C=0. Na regido de 722 cm™ a banda é
atribuida ao grupamento CH=CH presente na estrutura da molécula organica
(AYYAPPAN et al, 2011; DEY et al, 2014).

As diferentes amostras de CoFe»O4 pura (Figura 23a) e surfactadas (Figura 23c,
23d, 23e e 23f) apresentaram uma banda intensa em torno de 3350 cm?, atribuida ao
estiramento O—H da molécula de agua presente na CoFe,Os. Em torno de 1620 cm™ a

banda é referente a deformacéo angular da molécula de &gua H-O-H, caracterizando a
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Absorbancia

presenca de agua livre ou adsorvida na superficie das NPsM (AYYAPPAN et al, 2011;
HABIBI et al, 2014). As bandas presentes na regido em torno de 2350 cm™ ocorrem
devido a deformacéo angular de moléculas de CO,. Também foram observadas bandas
proximas a 2430 cm, 1780 cm™, 1350 cm™ e 830 cm™, que podem ser referentes ao
nitrato de sodio (NaNOz) (MILLER e WILKINS, 1952; LIU et al, 2005) presente nas
amostras devido a lavagens insuficientes, demonstrado no DRX que a maioria das
amostras apresentaram pico de NaNOs, apenas a amostra CoFe204@A0-90/600 (Figura
23d) ndo apresentou este pico e a amostra CoFe.Os@AO0-90/1000 (Figura 23f)
apresentou pico de baixa intensidade. A Unica amostra que nao apresentou bandas
referentes ao nitrato de sodio foi a amostra CoFe.04@A0-90/600, significando que essa
amostra maior grau de pureza (MILLER e WILKINS, 1952).

)
- 3381 N 610\
1355 963 gog
2922 i 1708

F——b) 2853 b
- [ 1410
- 3006 - 1463 7 1310 960 792

- ) 1;39

o c r© a

3 ) /€3:57\\4\ 2436 < F

3 / \\\\//g§§8 S t 1625 // \\\\z 831

C I - E—
:7d) 2912852 2 2:7‘1) 1621 "

- < b 1708 2% o, 619

- 3362 2350 - 723 \

- [ o) 1350

3 3363 2428 R

3 2354 L 1625 831

: 2017 - 5 1361

. f) [ 1620

. 2353 C 1707 979 g35 618
- 3346 2 7233

PR T T IR IR I SR R B R P R SR N TR RN S N S R S '
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

, -1 -
NUmero de onda (cm ) NUmero de onda (cm 1)

Figura 23: Espectros na regido do infravermelho (a) CoFe20s4, (b) AO, (c)
CoFe204@A0-80/600 (d) CoFe,04@A0-90/600, (e) CoFe04@A0-80/1000, (f)
CoFe204@A0-90/1000.
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As bandas presentes proximo a regido de 970 cm™ podem ser atribuidas as
ligacOes Fe-Co das NPs e estdo presentes nas amostras de CoFe>Os, CoFe20s@AO-
90/600 e CoFe.Os@A0-90/1000. Também é notdvel a presenca de bandas de baixa
intensidade na regido de 620 cm™, correspondentes ao estiramento do metal-oxigénio
(Me-0) (Me= Fe, Co), presentes nos sitios tetraédricos das NPs. Os sitios octaédricos
ndo foram identificados devido a varredura ocorrer de 600 cm™ a 4000 cm™, e a banda
de identificacdo dos grupos octaédricos ocorrer na regido de 400 cm™ a 480 cm™
(RANA et al, 2010; YUAN et al, 2010).

Analisando os espectros das amostras CoFe204s@AO-80/600 e CoFe,0.@AO-
80/1000 (Figura 23c e 23e) observa-se a existéncia de bandas de baixa intensidade,
caracteristicas de AO, podendo ser excesso do AO que néo reagiu e ficou presente nas
amostras. No entanto, existem bandas intensas caracteristicas da ferrita de cobalto sem
AO, indicando que pode ndo ter ocorrido ou ocorrido uma menor surfactacao.

Para confirmar que ndo houve a surfactacdo, foi adicionada uma pequena
quantidade de amostra de NPs (CoFe.Os@AO-80/1000) em um tubo de ensaio
contendo agua (polar) e hexano (apolar). As NPsM ficaram dispersas na agua (Figura
24a), ou seja, as particulas permaneceram hidrofilicas, tais como a CoFe204. Realizado
0 mesmo procedimento para a amostra CoFe,Os@AO-90/1000 (Figura 24b), foi
observado que as NPsM se dispersaram na fase organica (hexano), caracterizando-as

como particulas hidrofdbicas.

a)

Hexano

Agua

Figura 24: Amostras dispersas em agua e hexano (a) CoFe20s@AO0-80/1000, (b) C
CoFe204@A0-90/1000.
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As amostras CoFe20s@A0-90/600 e CoFe,O4s@A0-90/1000 (Figura 23d e 23f)
apresentaram fortes bandas em 2918 cm™ e 2917 cm™, 2852 cm™ e 2847 cm, devido
ao estiramento de ligacdes assimétricas e simétricas do grupo CHy, respectivamente, ou
seja, caracteristicas da cadeia organica do AO. Também foi observado o aparecimento
de bandas em 1708 e 1707 cm™, referentes ao estiramento C=0 devido ao AO adsorvido
fisicamente na superficie ou coroa das NPs (HABIBI et al, 2014).

Na amostra CoFe>04@A0-90/600 (Figura 23d) foi observada a banda em 1407
cm?, referente ao estiramento simétrico do grupo COO", e da banda 1296 cm™, atribuida
ao estiramento COOH. Essas bandas ndo apareceram no espectro da amostra
CoFe204@A0-90/1000 (Figura 23f), porque elas estdo superpostas pelas bandas de
impurezas do NaNOs. Em 919 cm™ e 927 cm™ das amostras CoFe,04@A0-90/600 e
CoFe,04s@A0-90/1000 apareceram bandas correspondentes a deformacdo angular do
C=0; a banda em 723 cm™ ¢ atribuida ao grupamento CH=CH, da molécula organica
(AYYAPPAN et al, 2011; HABIBI et al, 2014).

Portanto, foi confirmada a obtencdo da CoFe,O4. E comparando os espectros das
diferentes amostras € visivel a incorporacdo de AO na superficie das amostras
CoFe20,@A0-90/600 e CoFe20.@A0-90/1000. O mesmo nao pode ser dito das
amostras CoFe;O4@A0O-80/600 e CoFe20s@AO-80/1000. A auséncia de AO nessas
amostras esta relacionada a temperatura de aquecimento das solugdes de sais de ferro e
cobalto, revelando a necessidade de temperaturas superiores a 80 °C para essa rota
sintética, para o AO recobrir a superficie da ferrita de cobalto.

Foram utilizadas as técnicas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
andlise termogravimétrica (TG/DTA) para estudar as perdas de massa das amostras e
confirmar a surfactacdo ou ndo das NPsM com o AO.

Os termogramas das Figuras 25 e 26 mostram perda de massa mais acentuada
nas amostras CoFe.04s@AO do que na amostra CoFe20s. O termograma da amostra
CoFe204 (Figura 25) mostra uma perda de 7,2% de massa entre 23 °C e 151 °C,
referente a 4gua adsorvida no material. O evento endotérmico observado em 65 °C, na
curva de DSC, comprova esse fato. A segunda perda de 5,6% de massa ocorre entre as
temperaturas de 160 °C e 302 °C, e pode ser atribuida aos grupos hidroxilas presentes
nas superficies das particulas (evento endotérmico na curva de DSC) com temperatura
de pico (Tpico) em 275 °C (RAJPUT e KAUR, 2013). A perda de massa entre 319 °C e
609 °C de 5,6% pode ser referente ao inicio da cristalizacdo da ferrita de cobalto
(BRICENO et al, 2012; RAJPUT e KAUR, 2013).
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O termograma da amostra CoFe>Os@-80/1000 pode ser observado na Figura

26a. A perda de massa (9,2%) devido a evaporacdo da agua adsorvida e também a
evaporacdo de componentes volateis ocorreu entre 29 °C e 125 °C. Esse evento também
é indicado na curva de DSC que apresenta pico endotérmico a 75 °C. A segunda perda
de massa é observada entre 168 °C e 272 °C, com perda de massa de 3,8%, devido aos
grupos hidroxilas presentes na superficie das amostras. No DSC é observado um evento

exotérmico com temperatura inicial em (Tonset) 196 °C e temperatura de pico 238 °C.

Entre 539 °C e 625 °C ocorreu perda de massa de 13,9% referente ao inicio da

cristalizagdo da ferrita de cobalto (BRICENO et al, 2012)
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Na Figura 26b, os primeiros eventos ocorrem entre 20 °C e 93 °C, e
correspondem a perda 1,17% de massa, e entre 109 °C e 210 °C, com perda 2,7% de
massa. Esses eventos podem ser atribuidos a perda de H>O adsorvida na superficie da
particula (MORIYAMA et al, 2014), componentes volateis e de dgua estrutural, ao qual
é confirmado pela curva de DSC com um evento endotérmico a Tonset 17 °C € Tpico 121
°C, comprovando a surfactagdo, pois AO repele a 4gua. Ja a perda 7,5% de massa entre
as temperaturas de 226 °C e 473 °C corresponde a decomposi¢do da molécula de AO. A
curva de DSC evidencia a decomposicao de AO, apresentando um evento endotérmico
com Tonset 369 °C e Tpico 398 °C. Esse comportamento ndo é observado nos termogramas
das amostras CoFe;04 e CoFe,04@A0-80/1000. Também apresenta perda 2 % de
massa entre 609 °C e 774 °C, relativa ao inicio da cristalizacdo da ferrita de cobalto
(AYYAPPAN et al, 2011; BRICENO et al, 2013; MORIYAMA et al, 2014). Portanto,
foi possivel identificar, através do DSC e TG/DTA que houve a incorporacao de AO na
amostra CoFe204@A0-90/1000.

O comportamento magnético das amostras obtidas foi analisado pela curva de
magnetizacdo versus campo magnético aplicado (M x H) a temperatura ambiente. O
campo magnético foi variado de —90 kOe a +90 kOe. Para a obtencdo dos graficos foi
necessario conhecer a massa do material magnético utilizada em cada medida para,
posteriormente, dividir pelos valores fornecidos pelo equipamento, e obter a
magnetizacdo em emu/g. A partir da curva variacdo de magnetizacdo emu/g versus
variacdo do campo magnético aplicado H, pdde-se determinar os valores de
magnetizacdo de saturacdo (Ms), magnetizacdo remanente (Mr) e campo coercivo (Hc).
Os valores estdo listados na Tabela 7.

Todas as amostras apresentaram ciclo de histerese a temperatura ambiente
(Figura 27), sugerindo um comportamento ferro/ferrimagnético (PARVEEN et al,
2012). Para que a ferrita de cobalto apresente propriedades superparamagnética, o
didmetro Dsp precisa estar entre 6 — 10 nm, ou um valor proximo, e valores de M, e Hc
irrelevantes (PARVEEN et al, 2012; KARIMI et al, 2013). Porém valores abaixo de 10
nm apresentaram pouca resposta magnética (YUAN et al, 2010). Ao comparar 0sS
resultados obtidas neste trabalho com aquelas reportadas na literatura é percebivel que
as amostras obtidas apresentaram valores baixos de Hc e M, bem como moderada Ms,
por exemplo, Amiri e Shokrollahi (2013), obtiveram valores de Ms 61,0 emu/g, H: 419,0
Oe, My 15,25 emu/g e M//M;s 0,29, e Houshiar et al (2014) obtiveram valores de Ms 55,8

emu/g e Hc 850 Oe, valores bem superiores aos obtidos neste trabalho.
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Tabela 7: Propriedades magnéticas das NPsM de CoFe.QO; sintetizadas.

Magnetizacdo Magnetizacdo Coercividade Temperatura
Amostras de saturacéo remanente Hc (Oe) Mr/Ms de bloqueio
Ms (emu/g) Mr (emu/g) Ts (K)

CoFe204 41,54 6,02 194 0,145 343
CoFe204@A0-80/600 28,42 5,62 338 0,198 -

CoFe204@A0-90/600 38,27 7,51 243 0,196 -

CoFe204@A0-80/1000 23,65 5,09 301 0,215 356
CoFe204@A0-90/1000 36,73 2,26 62 0,061 294

Os resultados obtidos por Chia et al. (2010) mostraram valores de 53 Oe, 0,819
emu/g e 0,13 para He, My e M(/Ms, respectivamente, muito semelhantes aqueles da
amostra CoFe.O4@A0-90/1000. As amostras CoFe,04s@A0-90/600 e CoFe,04s@AO-
90/1000 apresentaram maiores valores de Ms e menores Hc, tornando-se promissores
para bioaplicacGes. Ao comparar todas as amostras de NPs, percebe-se que houve uma
diminuicdo da Ms naguelas que incorporaram AO.

As amostras CoFe0s@A0-80/600 e CoFe,Os@A0-80/1000 (sintese nas
mesmas temperaturas e agitacdo mecanica de 600 rpm e 1000 rpm, respectivamente),
apresentaram diferencas na Ms, M, e Hc. A maior agitacdo parece ter contribuido para
diminuir os valores. O mesmo ocorreu para as amostras CoFe,0s@A0-90/600 e
CoFe204@A0-90/1000.

A literatura reporta que a coercividade e outras propriedades magnéticas
possuem relacdo direta com o tamanho do cristalito das NPs de CoFe.Os4, ou seja,
menor o valor de coercividade menor é o didmetro das NPs (GYERGYEKA et al,
2012). lIsso foi observado para a amostra CoFe.Os@AO0-80/1000 (Hc: 62 Oe,
FWHM:0,71985), quando comparada com a ferrita de cobalto sem AO (Hc: 194 Oe e
FWHM: 0,75064).

Para completar as medidas de magnetizacdo, as amostras de CoFez0s,
CoFe,04s@A0-80/1000, CoFe20s@A0-90/1000 (Figura 28), foram submetidas a
medidas de magnetizacdo em funcdo da temperatura (M x T). Foram obtidas as curvas
de Zero Field Cooling (ZFC) e Zero Cooling (FC) a um campo de 500 Oe, em um
intervalo de temperatura de 5 K a 400 K. Essas curvas permitem a determinagdo da
temperatura de bloqueio (Tg) de cada amostra, bem como ofereceram algumas
informagdes importantes quanto as caracteristicas nanoetruturais dos materiais.

Para a obtencdo da curva ZFC, inicialmente a amostra é resfriada a um campo

magnético nulo, apds, € aplicado um campo magnético pequeno. A amostra é, entdo,
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aquecida até certa temperatura, normalmente acima da Tg, e medida a sua
magnetizacdo. Ja na curva FC, o campo magnético é aplicado e a amostra é resfriada até
atingir uma temperatura baixa, ap0s, a amostra € aquecida acima da Tg, e a

magnetizacdo é medida.
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Figura 28: Curvas ZFC-FC das NPsM (a) CoFe2O4 (b) CoFe204@AO-80/1000 (c)
CoFe204@A0-90/1000.

A Tg é obtida da curva ZFC (quando a curva ZFC se separa da curva FC) e
caracteriza-se pela transicdo do estado bloqueado da amostra para o desbloqueado.
Abaixo da Ts as NPsM comportam-se como monodominios magnéticos, ou seja,
ferromagneticas, caracterizando comportamentos irreversiveis. O comportamento
reversivel (superparamagnético) apresenta coercividade e magnetizagdo remanente
acima da Tg. Essa Te também esté relacionada com o tamanho médio das particulas.

Basicamente, quanto maior o valor de Tg, maior o tamanho médio das particulas.
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Quando o valor de Tg é mais baixo que a temperatura ambiente o material assume
comportamento superparamagnético (AJROUDI et al, 2014; GAUDISSON et al, 2014).

Diante de todas as analises realizadas e os resultados obtidos, a amostra
CoFe,04s@A0-90/1000 apresentou o0s resultados que mais se aproximam do
comportamento superparamagnético, da mesma maneira que, apresentou 0 menor

tamanho médio e a surfactacéo por AO.

5.2. Principio Ativo Acetoxi DMU

O Ac.DMU foi obtido pela reacdo de Heck-Matsuda (PEREZ et al, 2014). Sua
rota sintética apresenta eficiéncia, simplicidade e uma Unica etapa de reagdo. A Figura
29a apresenta o sal de diaz6nio, precursor para a obtencdo do Ac.DMU, enquanto a

Figura 29b apresenta o produto final obtido, o Ac.DMU.

Figura 29: (a) Sal de diazonio e (b) Ac.DMU.

Para comprovar a obtencdo da molécula de Ac.DMU, foram realizadas analises
por RMN de H (Figura 30). O espectro de RMN H apresentou sinais proximos a Jdu
2,30, atribuidos aos hidrogénios ligados ao carbono do grupo acetoxi C-6, enquanto 0s
sinais em torno de on 3,87 sdo referentes aos hidrogénios ligados no carbono do grupo
metoxi, C-5.

O sinal em 6+ 6,73 é devido aos hidrogénios ligados aos carbonos da insaturagédo
presente na molécula. Préximo a Jn 7,07 os sinais se referem aos hidrogénios presentes

no anel aromético, préximos aos grupamentos metoxi, C-3. Em Jx 7,10 0s sinais séo
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referentes aos hidrogénios do outro anel aromatico, situados préximos ao grupamento
acetoxi, C-1, e em Jn 7,52 sdo sinais atribuidos aos hidrogénios presentes no anel
aromatico, porém mais distantes do grupamento acetoxi, C-2. Sdo valores concordantes
com a literatura (MORO et al, 2008; MORO et al, 2010; PEREZ et al, 2014).
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Figura 30: Espectros de RMN *H (250 MHz, CDCls3) do Ac.DMU.

Os sinais préximos a on 1,2 e on 2,1 sdo referentes aos hidrogénios do acetato de
etila utilizado na rota sintética. Em on 1,6 séo sinais atribuidos a hidrogénios da agua
presente na molécula. O sinal em oy 7,2 sdo referentes aos hidrogénios do solvente

utilizado para a analise do composto.

5.3. Quitosana, Carboximetilquitosana e Carboximetilquitosana-bz

A molécula da quitosana, 2-amino-2-dexoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-
deoxi-D-glicopiranose, provém da desacetilacdo da quitina que € obtida através de
rejeitos de crustaceos tais como: camar@es, caranguejos e lagostas (DASH et al, 2011;
LORENZO et al, 2013). Esses rejeitos ndo possuem uma destinacdo correta e Sao
depositados na natureza de forma a contribuir com a poluicdo. A utilizagdo da quitosana
é uma forma de minimizar a poluicdo do meio ambiente, bem como agregar valor a
esses rejeitos. Um dos objetivos do trabalho foi a modificagdo superficial da molécula

de quitosana para a obtencdo de um polimero anfifilico.
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Partindo da quitosana adquirida comercialmente, foi realizada a reacdo de
carboximetilacdo para a inser¢do do grupo carboximetil (CH.COO") na matriz
polimérica, e a obtencdo de um derivado hidrofilico (CMQT) (LONG et al, 2013),
soltvel em solventes polares. Em seguida houve a reacdo com o benzaldeido para a
obtencdo de um derivado com partes hidrofébicas (RABEA et al, 2005), com a inser¢édo
de anel aromético aos grupamentos NHo.

Na reacdo de carboximetilagdo, representada na Figura 32, previamente a
quitosana reagiu com hidroxido de sodio para o rompimento da sua estrutura rigida,
tornando-se um nucleofilo. A reacdo prosseguiu com a adicdo de acido
monocloroacético. A molécula de quitosana atacou o carbono ligado ao cloro do &cido
monoclorodcetico e expulsando o grupo de saida (CI), ou seja, uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular SN2, originando a molécula de CMQT. Essa
reacdo ocorreu em temperaturas consideravelmente baixas, aproximadamente -5 °C,
para que ocorresse a SN2 na hidroxila da quitosana. Consequentemente o grupo amina
permaneceria livre para posteriores reacfes com o benzaldeido e formagdo do CMQT-
BZ.

0 CyHclog
-5

H NH, H NH, H NH,

Figura 31: Reacdo para obtencdo do CMQT. Fonte: UPADHYAYA et al (2013)

Para a obtencdo do CMQT-BZ (Figura 32), foi utilizada a molécula de CMQT da
reacdo anterior e realizada uma reacdo com o benzaldeido.

O grupo amino presente na CMQT ¢ bastante reativo. Ele realizou um ataque
nucleofilico na carbonila do benzaldeido, removendo a 4gua e formando uma base de
Schiff (formagdo da imina). Apds 24 horas de reagdo o borohidreto de sddio, que atua
como um agente redutor, foi adicionado ao sistema. Esse processo é denominado

aminacéo redutiva.

55



Figura 32: Reagdo para obten¢do do CMQT-BZ. Fonte: RABEA et al (2005)

A caracterizacdo da quitosana modificada foi realizada através das titulacdes
condutimétricas e potenciométricas. Através da condutimetria foi possivel obter o grau
de carboximetilacdo (GC) da molécula modificada.

Na condutimetria as diferentes amostras foram dispersas em meio aquoso e
solubilizadas em é&cido cloridrico (HCI) 0,02 mol L. Através dos graficos de
condutividade versus volume de NaOH, foram observados os pontos de inflexdo e
calculado o grau de carboximetilagdo dos produtos obtidos.

Nas curvas de titulacdo condutimétrica (Figura 33) sdo observados dois pontos
de inflexdo: o primeiro ponto de inflexdo (volume 1) pode ser atribuido ao fim da
titulacdo do excesso do acido forte (HCI); e o segundo ponto de inflexdo (volume 2)
pode ser atribuido a neutralizagdo dos grupos CH.COO". A partir do segundo ponto de
inflexdo (V2) o aumento da condutividade é mais acentuado, pois houve a adi¢do de
excesso de base, consequentemente 0 aumento da concentracdo de ions hidroxila em
solugdo (ABREU e CAMPANA, 2009; BIDGOL.I et al, 2010).

A amostra que apresentou melhor grau de substituicdo foi a amostra CMQT 1,5
M (Tabela 8). Conforme descrito na literatura, essa amostra podera apresentar melhor
solubilidade em agua (LONG et al, 2013).

A explicacdo para a maior carboximetilagdo da CMQT 1,5 M, e valores baixos
para as demais (Tabela 8), pode estar relacionado a erros experimentais na sintese
organica. Entretanto, esses valores baixos estdo proximos aqueles relatados na literatura.
Por exemplo, Bidgoli et al (2010) variaram a quantidade de NaOH e &cido
monocloroacético em cada sintese e obtiveram valores entre 24% a 96%, no entanto,
eles observaram que ao aumentar a quantidade de acido monocloroacético aumentava o
grau de carboximetilagdo, fendmeno ndo observado nos experimentos deste trabalho.
Isso pode ser justificado pela sensibilidade da rota sintética, a qual envolveu
temperaturas abaixo de 0 °C, se tornando dificil o seu controle. O grau de
carboximetilagéo foi obtido através da Equagéo 6.
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Figura 33: Condutimetria versus volume de NaOH, (a) CMQT 1,0M, (b) CMQT 1,5M,

(c) CMQT 2,5M, (d) CMQT 5,0M.

Tabela 8: Volumes no ponto de inflexdo e grau de carboximetilacdo das amostras de

CMQT.
Amostras Vie V2 % GC
CMQT 1,0M 49mLe7,3mL 278 %
CMQT15M 8,4mLe 122 mL 44,1 %
CMQT 25 M 56mbLe75mL 221 %
CMQT5,0M 47mLe7,3mL 30,1 %

A titulacdo potenciométrica foi utilizada para determinar o grau de acetilagcdo
(GA), ou seja, a quantidade de grupo acetamido livres na molécula de quitosana e o
grau de desacetilagdo (GD) que é a quantidade de grupos amino livres na molécula de
quitosana e nas moléculas apds a reacdo de modificacdo com a inser¢do do grupo
carboximetil.

Ap0s a titulagdo, foram obtidos os graficos de pH versus volume de NaOH, bem

como o grafico da primeira derivada do pH versus volume de NaOH (Figura 34). Como
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pode ser observado o grafico da Figura 34b apresentou comportamento diferente dos
demais, com trés inflexdes. As inflexGes presentes nos gréficos podem ser atribuidas

inicialmente a neutralizacdo de HCI e por fim, a neutralizacdo dos grupos amino

protonados (NH3z") presentes em solugdo.
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Figura 34: pH versus volume de NaOH e primeira derivada de pH versus volume de
NaOH (a) CMQT 1,0M (b) CMQT 1,5M (c) CMQT 2,5M (d) CMQT 5,0M.

As porcentagens de GD e GA foram obtidas através da Equacdo 7 e Equacao 8,

respectivamente, e estdo expostas na Tabela 9.

A quitosana apresentou GD de 83,7% e esta dentro do reportado na embalagem,

ou seja, GD entre 75 e 85%. A amostra CMQT 1,5 M apresentou a maior percentagem

de grupos amino livres, indicando que a reagdo de carboximetilagdo ocorreu a maior

parte na hidroxila da molécula. As outras amostras apresentaram graus de desacetilacdo

menores, esse fato pode ser explicado pela insercdo do grupo carboximetil ndo apenas

nas hidroxilas, mas também nos grupos NH2 da quitosana, tal fato é possivel de ser

observado no RMN de H que apresenta sinais de baixa intensidade da insercdo do
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grupo carboximetil nos grupos NH. Portanto, as amostras CMQT 1,5M foi escolhida

para a continuagé@o dos experimentos e obtencdo do CMQT-BZ.

Tabela 9: Volumes do ponto de inflexdo e percentagens de GD e GA das amostras de

quitosana e CMQT.
Amostras Vie V2 % GD % GA
(NHz2 livre)

Quitosana 6,2 mLe 8,8 mL 83,7 16,3
CMQT 1,0M 6,6 mLe 8,9 mL 74,1 -
CMQT15M 6,1mL,7,7mLe8,6 mL 80,1 -
CMQT 25M 6,7 mLe8,9mL 70,8 -
CMQT50M 7,3mLe9,7mL 77,2 -

A caracterizagdo por espectroscopia de RMN H permitiu verificar a
carboximetilacdo e a insercdo do benzaldeido na matriz polimérica. Entretanto, a
espectroscopia de RMN H, bem como a espectroscopia na regido do infravermelho,
apresentaram algumas limitagdes na identificacdo devido aos picos sobrepostos e a
complexidade da molécula modificada. A carboximetilagdo nem sempre é completa e
algumas hidroxilas continuam livres. Além disso, ainda ha grupo acetamido da quitina
na molécula de partida (quitosana) devido ao processo de desacetilacdo parcial (DASH
e CUDWORTH I, 1998; CHEN e PARK, 2003; JIN et al, 2012; UPADHYAYA et al,
2013).

No espectro de RMN !H da amostra de quitosana (Figura 35a) foi possivel
observar sinais o 1,01 atribuidos a hidrogénios do grupo acetamido dos mondmeros
residuais da quitina. Em aproximadamente Jn 1,9 o sinal corresponde aos hidrogénios
metilicos presentes no grupo acetamido; os sinais presentes em on 3,1 sdo atribuidos ao
hidrogénio ligado ao carbono C-2, e 0s sinais proximos a on 3,4 e on 3,8 referem-se aos
hidrogénios ligados aos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-6 do anel glicopiranose. O sinal
intenso que aparece entre on 4,4 e 4,9 é caracteristico do hidrogénio da agua deuterada
(D20) utilizada como solvente e este sinal sobrepe ao sinal do hidrogénio ligado ao
carbono C-1, que pode ser encontrado entre on 4,5 e 4,8 (LIU et al, 2010; JIN et al,
2012).

Os espectros de RMN *H das amostras carboximetiladas (Figuras 35b, 35c, 35d

e 35e) apresentam caracteristicas semelhantes e diferem da amostra da quitosana.
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Figura 35: Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,O/HCI) das amostras de (a) quitosana,

(b) CMQT 1,0M, (c) CMQT 1,5M, (d) CMQT 2,5M e (e) CMQT 5,0M.

O sinal em torno de on 2,0 é correspondente a hidrogénios metilicos do grupo
acetamido, enquanto que o sinal em Jn 3,1 pode ser relativo ao hidrogénio ligado ao
carbono C-2 do grupo glucosamina. Em J1 3,4 foram observados sinais que evidenciam
a mono e dissubstituicdo do grupamento amino, porém, como sdo sinais de baixa
intensidade, pode-se afirmar que a carboximetilacdo em grupamentos amino ocorreu em
pequena quantidade. Os sinais presentes entre on 3,6 e 4,0 indicam os hidrogénios
ligados aos carbonos C-3, C—4, C-5 e C-6 do anel da glucosamina. A regido de Jn 4,05
a 4,55 corresponde aos hidrogénios do grupo carboximetil, substituidos nos carbonos
C-3 e C-6. O sinal presente entre on 4,6 a 5,1 corresponde aos hidrogénios da agua
deuterada (D20). Esse sinal intenso se sobrepde ao sinal do hidrogénio ligado ao
carbono C-1 (LIU et al, 2010; JIN et al, 2012).

Para as amostras de CMQT-BZ (Figura 36a, 36b e 36c), 0s sinais existentes
entre on 1,9 e 2,1 referem-se aos hidrogénios do grupamento acetamido (CHs) dos
mondmeros residuais da quitina. Em torno de Jn 3,1 o sinal é atribuido ao hidrogénio

ligado ao carbono C-2 do anel glucosamina. Os sinais entre on 3,4 e 4,1 sdo relativos
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aos hidrogénios ligados aos carbonos C-3, C-4, C-5 e C-6. As regides de on 4,05 a
4,55 correspondem a hidrogénios do grupo carboximetil, substituidos nos carbonos C-3
e C-6. O sinal presente em torno de Jn 7,4 é devido aos hidrogénios do anel aromatico
(RABEA et al, 2005; DEBRASSI et al, 2012). Desta forma, foi possivel afirmar que

houve a insercdo de novos grupos na molécula de quitosana.

Carboximetilquitosana-bz 2,5M
a)
5 —~OCH,COOH
OH 0
H A 0—
4XOH H
H
2
H3 NH
D
L ~Z _|n
|
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Carboximetilquitosana-bz 3,5M
b) C) Carboximetilquitosana-bz 4,5M
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Figura 36: Espectros de RMN 'H (400 MHz, D,O/HCI) das amostras (a) CMQT-BZ
2,5M, (b) CMQT-BZ 3,5M, (c) CMQT-BZ 4,5M.

O grau de substituigdo (GS) nas amostras CMQT-BZ foi calculado pela Equagéo
9, através da espectroscopia de RMN H e utilizando a area das integrais nas regides de
aproximadamente on 7,5 (aromaticos) e on 3,1 (C-2). Foram obtidos valores de 40%,
50% e 66%, para CMQT-BZ 25M, CMQT-BZ 35M e CMQT-BZ 4,5M,
respectivamente. Guo et al. (2006) obtiveram GS de 60%, enquanto Debrassi et al.
(2012) obtiveram GS de 19%. Desta maneira, os valores obtidos nesse trabalho estdo
dentro do esperado. A amostra escolhida para a producéo das nanoesferas foi a CMQT-
BZ 3,5M.
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Analises de FTIR foram realizadas para confirmar se houve a insercdo dos novos
grupos funcionais nas amostras de CMQT-BZ.

A Figura 37 apresenta espectros na regido do infravermelho das amostras de
quitosana, das quatro amostras de CMQT e da CMQT-BZ 3,5M. As bandas vibracionais
correspondentes as diferentes amostras encontram-se sumarizadas na Tabela 18 (Anexo
2).

O espectro de infravermelho da quitosana (Figura 37a) apresentou bandas
caracteristicas de alta intensidade e largura na regido de 3310 cm, atribuidas ao
estiramento O—H das hidroxilas da estrutura. Também pode estar associada a presenca
de umidade na molécula, assim como a banda de estiramento N-H das unidades
acetiladas presente na cadeia polimérica, superposta pela banda de O—H. Em 2890 cm'*
encontram-se bandas caracteristicas de estiramento simeétrico e assimétrico —-C-H. A
regido proximo a 1658 cm™ refere-se ao estiramento C=0 do grupo acetamida (amida I)
devido a desacetilagdo incompleta da quitina. Em 1586 cm™ refere-se a flexdo do N-H
(amida 11). As bandas presentes em 1434 cm™ e 1386 cm™ sdo conferidas ao estiramento
de CH; e CHs, respectivamente, enquanto em 1151 cm™ e 870 cm™ sfo atribuidas ao
estiramento das ligagGes beta glicosidicas entre os carbonos 1 e 4. Em 1021 cm™ é
possivel observar uma banda intensa referente ao estiramento C-O-C do anel
glicopironosideo (CHEN e PARK 2003; GE e LUO, 2005; JIN et al, 2012).

Apbs a reacdo de carboximetilacdo da quitosana, ocorreram alteracdes nos
espectros de infravermelho e algumas similaridades, (Figura 37b, 37c, 37d, 37¢e). As
bandas presentes em 3350 cm™ sdo caracterizadas como estiramentos O-H. Os
espectros das diferentes amostras também apresentaram a banda em torno de 2900 cm™,
com excecdo da amostra carboximetilquitosana 1,0 M, possivelmente devido a
sobreposicdo pela banda de O—H. Essas bandas sdo caracteristicas do estiramento —C—
H. As amostras CMQT 1,5M (Figura 37c) e CMQT5,0M (Figura 37e), apresentaram
bandas nas regides de 2368 cm™, possivelmente da molécula de COx.

A amostra CMQT1,5M (Figura 37¢) apresentou uma banda na regifo 1658 cm™,
referente ao estiramento C=0 do grupo acetamido (amida 1) devido & desacetilagdo
incompleta da quitina. As bandas presentes nas regides de 1600 cm™ e 1412 cm™ s&o
atribuidas ao estiramento C-O, do grupamento carboximetil introduzidos na reacédo de
carboximetilacéo, indicando que a carboximetilagio foi bem-sucedida. Em 1311 cm™

encontra-se bandas de estiramento C—N da amida. A banda presente na regido de 1065
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Absorbancia

cm 1, é devido a deformacéo angular de -C—O (CHEN e PARK 2003; GE e LUO, 2005;
JIN et al, 2012).
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Figura 37: Espectros na regido do infravermelho das amostras de (a) quitosana (b)
CMQT 1M (c) CMQT 1,5M (d) CMQT 2,5M (e) CMQT 5M (f) CMQT-BZ 3,5M.

Apos a carboximetilacdo, foi obtida a CMQT-BZ 3,5M. O espectro na regido do
infravermelho para essa amostra (Figura 37f) apresentou algumas diferencas em relacao
a quitosana de partida e das amostras de CMQT. Uma banda intensa na regido de 3352
cmt indicando a presenca do grupamento O—H ou a sobreposi¢do do N-H pelo O-H. A
banda referente ao estiramento do —C—H aparece um pouco deslocada, em torno de 3058
cm. As bandas em 1661 cm™ sdo atribuidas a carbonila do grupo acetamida—amida I. E
as bandas intensas em torno de 1426 cm™, 1348 cm, 998 cm, indicam a insercdo do
anel aromatico na estrutura do CMQT 1,5M. A presenca de bandas nas regides de 1130
cme 804 cm™, podem ser atribuidas ao estiramento das ligacdes beta glicosidicas entre
os carbonos 1 e 4 (GUO et al, 2006; DEBRASSI et al, 2012).

Apos a confirmacdo por FTIR da insercdo dos novos grupos na matriz

polimérica da quitosana foi realizado a caracterizacdo atraves das técnicas de TG/DTA e
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DSC, as quais analisam a estabilidade téermica das amostras e avaliam a perda de massa
dos grupos organicos ligados através de reacfes de modificacdo. Foram realizadas as
andlises da amostra de quitosana (Figura 38a), CMQT 1,5 M (Figura 38b) e CMQT-BZ
3,5 M (Figura 38c).

Conforme observado na Figura 39a as curvas TG/DTA da quitosana
apresentaram um processo de desidratacdo (27 °C a 150 °C), com 9% de perda de
massa. Essa perda também pode estar associada a perda de agua ligada por ligacfes de
hidrogénio com grupos hidroxilas da quitosana ou estar sorvida fisicamente na
superficie da quitosana. Ocorreu, também, um processo de decomposi¢do do polimero
(210 °C a 404 °C), com perda de 47% de massa, mais especificamente das unidades
acetiladas/desacetiladas. A curva de DSC comprova o observado na curva de TG,
apresentando dois eventos térmicos. O primeiro evento, um pico endotérmico, com
temperatura de pico a 65 °C, sugerindo um processo de desidratacédo, e outro pico, agora
exotérmico, Tonset de 274 °C. O pico a 304 °C é devido a decomposi¢do da matriz
polimérica, degradacdo do polissacarideo (JIAO et al, 2011; MULLER et al, 2011).

O termograma da CMQT (Figura 38b) apresentou uma perda de massa de
12,2%, entre 25 °C e 140 °C, referente a desidratacdo da amostra. Esse processo pode
ser comparando com a quitosana, a qual possui perda de massa menor, de 9%, o que é
explicado pela menor absorcdo de dgua que a quitosana. As moléculas de CMQT séo
mais hidrofilicas devido ao grupo carboximetil, apresentando uma melhor
acessibilidade das moléculas de agua a seus sitios (ABREU e CAMPANA, 2009). O
evento endotérmico presente no DSC com temperatura de pico em 50 °C confirmou a
desidratacdo da molécula. Entre 170 °C e 209 °C é possivel observar nas curvas
TG/DTA uma perda de massa de 6,8%, que pode ser atribuida aos grupos organicos,
evento confirmado pelo DSC com um pico exotérmico em 191 °C. Ja a perda de massa
acentuada de 30,6% entre as temperaturas de 212 °C e 350 °C demonstram a degradacgéo
térmica do biopolimero, observado também no DSC, pico exotérmico com temperatura
de pico de 267 °C. A perda de massa de 14,7% entre 540 °C e 790 °C esta relacionada
com a decomposicao do biopolimero (KITTUR et al, 2002; MIRANDA et al, 2006).

O termograma da amostra CMQT-BZ 3,5M pode ser observado na Figura 38c,
com perda de massa de 2,8% atribuida a evaporacao de alguns compostos volateis entre
19 °C e 68 °C. O termograma mostra 2,7% de perda de massa entre 70 °C e 102 °C,
relativo a perda de agua presente na molécula, com evento endotérmico no DSC, T, de

92 °C. Entre 105 °C e 180 °C aparece um pico bem intenso, com perda de massa de
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Figura 38: Curvas de TG/DTA e DSC das amostras de (a) quitosana (b) CMQT 1,5M e

() CMQT-BZ 3,5M.

ApoOs todas as sinteses realizadas e obtencdo dos materiais, foi possivel

desenvolver a producdo das nanoesferas poliméricas magnéticas e das nanoesferas

poliméricas, os materiais selecionados foram:

- NPsM: amostra CoFe204@A0-90/1000;

- Principio ativo: Ac.DMU;
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- Polimero: CMQT 1,5M e CMQT_BZ 3,5M;

- Método de obtencédo das nanoesferas: emulsdo difusdo do solvente;

54. Nanoesferas Poliméricas Magnéticas e Nanoesferas Poliméricas

As nanoesferas poliméricas magnéticas e as nanoesferas poliméricas contendo o
farmaco foram obtidas pelo método de emulsdo difusdo do solvente. Em cada
experimento foram mantidas constantes a quantidade em massa dos polimeros (CMQT
1,5M ou CMQT-BZ 3,5M) e a quantidade em massa de NPsM (quando utilizada), e
variado a quantidade em massa do farmaco (1%, 3% e 6% da massa do farmaco em
relacdo a massa do polimero utilizada).

O diametro medio dos coloides foi determinado pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS). Essa técnica também possibilita obter os indices de
polidispersdo (IPd) das amostras. Os valores obtidos podem ser observados na Tabela
10.

Os menores diametros obtidos foram das amostras sem a presenca de NPsM na
sintese. Para a amostra utilizando o polimero CMQT 1,5M os tamanhos variaram de
133,8 nm a 198,0 nm conforme ocorreu o aumento da quantidade em massa do farmaco
adicionada (1% a 6%).

Resultados parecidos foram observados para as amostras utilizando o polimero
CMQT-BZ para 1% e 3% de farmaco, quando usado 1% do farmaco o didmetro obtido
foi de 235,6 nm e ao usar 3% do farmaco o tamanho analisado foi de 319,7 nm, no
entanto, para o teor de 6% do farmaco o didmetro encontrado foi de 115,2 nm, essa
diferenca pode estar associada a algum tipo de erro durante a sintese da nanoesfera, o
valor do IPd dessa amostra foi 1, indicando amostras com tamanhos bem discrepantes.
A literatura reporta (FRESTA et al, 1995; UNSOY et al, 2014) que a quantidade de
farmaco pode influenciar o didmetro das NPs obtidas, ou seja, maior a quantidade de
farmaco adicionada maior o tamanho das particulas, no entanto, este fato ndo é uma
regra, o diametro também depende da quantidade em massa do polimero utilizado e do

método de obtencdo dos coloides.
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Tabela 10: Didmetros das nanoesferas polimeéricas magnéticas e nanoesferas poliméricas

determinados por DLS.

Polimeros
X 1% 3% 6%
% de Acetoxi DMU Dz(nm) IPd Dz(nm) IPd Dz(nm) IPd
CMQT 1,5M
+ 401,8 0,647 3319 0,587 367,6 0,506

CoFe20:@A0-90/1000

CMQT 1,5M 133,8 0,404 173,7 0,757 198,0 0,562
CMQT-BZ 3,5
+ 482,5 0,223 4222 0,372 459,1 0,454

CoFe204@A0-90/1000
CMQT-BZ 3,5M 235,6 0,500 319,7 0,165 115,2 1

*1%, 3%, 6% da quantidade em massa do farmaco em relacéo a massa do polimero.
*Nanoesferas poliméricas (Polimero + farmaco): CMQT ou CMQT-BZ.

*Nanoesferas poliméricas magneticas (Polimero + NPsM + farmaco): CMQT +
CoFe20:@A0-90/1000 e CMQT-BZ + CoFe204@A0-90/1000.

Para aplicacbes na liberacdo controlada e/ou direcionada de farmacos via
endovenosa com sistemas de NPs poliméricas os tamanhos indicados sdo proximos a
300 nm (HANS et al, 2002; AMIRI et al, 2013). Portanto, os didametros médios das
particulas obtidas estdo dentro ou préximos do que é reportado na literatura.

N&o ha relatos na literatura sobre sistemas de NPs poliméricas utilizando o
farmaco Ac.DMU, porém, é possivel encontrar estudos que utilizaram alguns derivados
da quitosana, também o resveratrol, e sistemas nanoestruturados contendo particulas de
CoFe0a.

Anitha et al (2012) produziram particulas de curcumina revestidas com
carboximetilquitosana e obtiveram nanoesferas com tamanhos entre 100 e 180 nm
(DLS). Essas particulas foram utilizadas para o combate de células cancerosas.

Zu et al (2014) prepararam nanoesferas do farmaco resveratrol encapsulado com
carboximetilquitosana e obtiveram diametro médio de 155,3 nm (DLS). Nesse estudo

avaliaram a atividade antioxidante do medicamento.
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Snima et al (2012) obtiveram NPs de carboximetilquitosana com metformina
com tamanhos de aproximadamente 240,0 nm, essas NPs poliméricas foram utilizadas
para o combate de cancer no pancreas.

As nanoesferas poliméricas magnéticas apresentaram tamanhos superiores as
nanoesferas poliméricas (Tabela 10), com didmetros obtidos entre 331,9 nm a 482,5 nm,
comprovando que a presenga das NPsM altera o tamanho das nanoesferas. Todavia,
esses tamanhos estdo dentro do esperado para NPsM poliméricas, por exemplo, Huanga
et al (2010) obtiveram NPsM revestidas por quitosana com tamanhos entre 236,2 e
417,0 nm (microscopia eletrénica de transmissdo-MET), e 2981 a 3075 nm quando
analisadas por DLS. Foi observado também que o aumento da quantidade de farmaco
ndo mostrou didmetros crescentes das particulas.

O IPd da maioria das amostras esta dentro do indicado pela Malvern Instruments
(2014), ela recomenda IPd entre 0,08 a 0,7, para uma melhor distribuicdo das particulas.
Apenas a amostra 3, com 6% de farmaco, apresentou um IPd igual a 1, significando
uma distribuicdo irregular de tamanhos, com possiveis particulas grandes e pequenas.
Foram realizadas as medidas de potencial zeta (PZ), os valores podem ser observados na
Tabela 11.

Tabela 11: Valores de potencial zeta das nanoesferas poliméricas magnéticas e

nanoesferas poliméricas.

Polimeros
X 1% 3% 6%

% Acetoxi DMU Pz Pz Pz
CMQT 1,5 19,4 + 4,67 14,9 + 3,22 17,6 £ 2,97
CMQT 1,5

+ 14,6 + 2,85 12,5+ 3,57 16,5 + 4,47

CoFe,0s@A0-9/1000

CMQT-BZ 3,5 10,5 + 5,25 9,9+5,28 26,2 + 4,14
CMQT-BZ 3,5
+ 22,3 + 3,49 22,6 + 3,63 22,8 + 4,49

CoFe204@A0-90/1000
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*1%, 3%, 6% da quantidade em massa do farmaco em relacdo a massa do polimero.
*Nanoesferas poliméricas (Polimero + farmaco): CMQT ou CMQT-BZ.

*Nanoesferas poliméricas magnéticas (Polimero + NPsM + farmaco): CMQT +
CoFe20:@A0-90/1000 e CMQT-BZ + CoFe204@A0-90/1000.

Através do PZ foi analisado a carga superficial das nanoesferas poliméricas
magnéticas e das nanoesferas poliméricas. Foram obtidos valores positivos de PZ para
todas as amostras indicando que as NPs de CoFe;Os4 podem estar no interior das
nanoesferas, pois as NPsM apresentaram valores de PZ negativos. Esses valores
indicam uma certa estabilidade das disperses analisadas, pois valores de PZ mais
proximos de +30 e de -30 sdo considerados sistemas estaveis e com menos chance de

aglomeracao.

5.5. Validacdo do Método Analitico para o Acetoxi DMU

Foi realizado a validacdo do método analitico para o farmaco. O Ac.DMU néo
apresentou solubilidade em agua, alcool etilico e na mistura agua/alcool etilico, porém,
foi solivel em hexano, diclorometano, alcool metilico e na mistura dgua/alcool metilico.
Assim sendo, para a escolha do solvente mais apropriado foi levando em conta a
solubilizacdo eficiente, menor custo e menor toxicidade quando comparado aos demais
solventes testados. O solvente escolhido foi a mistura dgua/alcool metilico (50:50 v/v).

Com o objetivo de observar o comprimento de onda de maior absor¢do do
Ac.DMU no solvente escolhido, medidas de absorbancia de uma solucdo de Ac.DMU
na concentragdo de 22 pg/mL foram realizadas no espectrofotometro no intervalo de
200 a 800 nm. O comprimento de onda de maxima absorcdo em 315 nm foi escolhido
para as analises quantitativas (Figura 39a).

Foi observado que os polimeros CMQT 1,5M e CMQT-BZ 3,5M (Figura 39b e
39c), utilizados no recobrimento do farmaco, ndo absorvem em 315 nm, portanto a
absorcdo nesse comprimento de onda pode ser utilizada para as anélises quantitativas do
Ac.DMU.
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Inicialmente, foi avaliado a linearidade medindo-se as absorbancias de seis
solugdes de Ac.DMU nas concentragdes de 2, 6, 10, 14, 18, e 22 ug/mL. Na Tabela 12
encontram-se as absorbancias obtidas para cada concentracdo analisada. A Figura 40
mostra as curvas de calibracdo do padrédo de Ac.DMU e os graficos de residuos para 0s
valores preditos. Também € possivel observar a equacdo da reta de cada uma das curvas

de calibragéo.

Tabela 12: Absorbancias do Ac.DMU com concentra¢fes variando de 2 a 22 pg/mL.

Concentragdo Absorbéncia  Absorbancia  Absorbancia

pg/mL Curvapadrdao Curvapadrdao Curva padrao
1 2 3
2 0,133 0,125 0,114
6 0,389 0,361 0,345
10 0,620 0,576 0,561
14 0,860 0,811 0,797
18 1,157 1,082 1,073
22 1,321 1,260 1,264

A média das 3 curvas de calibracdo padrdo foram realizadas, bem como a média
para os coeficientes de correlacdo da reta, resultando na equacdo y = 0,00894 +
0,05887x (absorbancia=0,00894 + 0,05887 [Acetoxi DMU] mg mL™?), com um
coeficiente de correlacdo de 0,997. O resultado é concordante com uma boa linearidade
dos dados, pois o INMETRO (2003) sugere valores de coeficiente de correlacdo acima
de 0,90 e a ANVISA (2003), valores iguais ou superiores a 0,997.

Os gréficos de residuos presentes na Figura 40 apresentam um comportamento
de distribuicdo ao redor de zero. Segundo reportado na literatura por Ribeiro et al
(2008), os residuos sao interpretados com uma estimativa de erro, e eles devem ser

normalmente distribuidos ao redor de zero.
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Os valores do estudo de exatiddo para o0 Ac.DMU estdo sumarizados na Tabela
13, e demonstram percentuais de recuperagéo entre 96% a 109%, portanto de acordo
com a resolucdo numero 899 da ANVISA (2003). Essa resolucédo especifica que o teor

recuperado do farmaco deve situar-se entre 80 % a 120%.

Tabela 13: Resultados obtidos no estudo da exatiddo para o Acetoxi DMU

Concentracéo de Amostra Concentracao de Taxa de recuperacgao
Ac.DMU Ac.DMU encontrada e
(ng/mL) (ng/mL) Taxa média de
+ recuperacao

Concentracdo média de
Ac.DMU encontrada

(ng/mL) £DRP
n=6
1.1 2,2 110%
1.2 2,2 110%
2,0 1.3 2,0 2,17 + 3,44 100% 108,33%
2.1 2,2 110%
2.2 2,2 110%
2.3 2,2 110%
1.1 9,7 97%
1.2 9,6 96%
10,0 1.3 9,8 9,63 +0,98 98% 96,33%
2.1 9,5 95%
2.2 9,6 96%
2.3 9,6 96%
1.1 22,0 100%
1.2 22,1 110,5%
22,0 1.3 22,0 22,07 £ 0,21 100% 105,33%
2.1 22,1 110,5%
2.2 22,1 110,5%
2.3 22,1 110,5%

Obs: amostra 1: primeiro dia, amostra 2: segundo dia.

Utilizando as Equac@es 2 e 3 e 0s valores da inclinacdo da curva e desvio padréo
do intercepto com o eixo Yy, foi possivel calcular o LD e o LQ. Os valores obtidos foram,
para o LD: 0,87 ug/mL e para o LQ: 2,9 pg/mL.

A preciséo foi determinada através de triplicata em concentracdes diferentes, 2,0
pug/mL, 10,0 ug/mL e 22,0 ug/mL, sendo analisada a precisdo intermediaria (inter-dia) e
a repetibilidade (intra-dia). Para a determinacéo foi utilizado o calculo do desvio padréo

relativo (DRP), os resultados estdo dispostos nas Tabelas 14 e 15.
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Tabela 14: Niveis de precisdo (repetitibilidade) para validacdo do método de
determinacéo do Ac.DMU.

Concentragéo Manha Tarde Repetitibilidade
de Ac.DMU +DRP +DRP Intra-corrida
adicionada % % n=6

(ng/mL) +DRP
2,0 1,01 0,685 0,85
10,0 0,234 0,183 0,21
22,0 0,102 0,067 0,085

Tabela 15: Niveis de precisdo (intermediaria) para validacdo do método de
determinacéo do Ac.DMU.

Concentragéo de 1° Dia 2° Dia Preciséo
Acetoxi-DMU +DRP +DRP intermediaria
adicionada % % Inter-dia
(Hg/mL) n=6
+DRP
2,0 1,01 0,963 0,987
10,0 0,234 0,223 0,229
22,0 0,102 0,098 0,10

Os valores obtidos pelo estudo da precisdo para reprodutibilidade (intra-corrida)
e precisdo intermediaria (inter-dia) mostram que o0 método apresenta boa
reprodutibilidade, com valores de DRP% iguais ou abaixo de 1,01%. Esses valores
estdo concordantes com o predeterminado pela ANVISA (2003), a qual recomenda
valores de DRP% de até 5%.

Sendo assim, pode-se afirmar que a técnica utilizada é adequada quanto a
linearidade, limite de quantificacdo e deteccdo, precisdo e exatiddo, na faixa de

concentragéo entre 22 pg/mL e 2 pg/mL, para analise de quantificagao do Ac.DMU.

5.6. Recuperagdo Percentual e Determinacdo da Eficiéncia de
Encapsulacéo do Acetoxi DMU

A recuperacgdo percentual do Ac.DMU na dispersdo foi calculada através da

Equacdo 4, e os valores estdo na Tabela 16. A recuperacdo percentual do Ac.DMU
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encontra-se entre 54,3% e 99,5%, indicando que o Ac.DMU permaneceu estavel na
dispersdo durante o processo de producdo das nanoesferas.
A EE (%) do Ac.DMU as nanoesferas, foi calculada atraves da Equacdo 5 e 0s

valores estdo sumarizados na Tabela 16.

Tabela 16: Valores de recuperacdo percentual e EE % do Ac.DMU.

[Ac.DMU] Recuperacéo (%) EE (%)
1 2 3 4 1 2 3 4
1% 54,3 76,4 89,4 95,6 78,7 64,3 42,8 33,6
3% 94,1 90,9 95,9 82,7 69,4 92,1 43,9 16,0
6% 94,3 97,7 99,5 96,0 51,5 96,1 31,8 57,7

*1%, 3%, 6% da quantidade em massa do farmaco em relacdo a massa do polimero.
*Polimeros (1: CMQT,; 2: CMQT + CoFe20s@A0-90/1000; 3: CMQT-BZ; 4: CMQT-
BZ + CoFe20,@A0-90/1000).

A EE (%) do Ac.DMU as nanoesferas variou de 16,0% a 96,1%. As nanoesferas
preparadas com o polimero CMQT 1,5M apresentaram maior EE (%) quando
comparadas aquelas com o CMQT-BZ 3,5M. A presenca das NPsM na sintese da
amostra 2 também elevaram o teor de encapsulacdo, justificado pelas fortes interacdes
hidrofébicas entre as NPsM e o farmaco.

O polimero CMQT mostrou melhor eficiéncia quando comparado com o0 CMQT-
BZ. A amostra contendo o CMQT e 1% de farmaco apresentou um bom teor de
encapsulacdo, 78,7%, e tamanho proximo a 133,1 nm. A amostra contendo CMQT,
CoFe20,@A0-90/1000 e 3% de farmaco apresentou EE de 92,1% e tamanho em torno
de 331,9 nm. Essa mesma amostra com 6% de farmaco apresentou EE de 96,1% e
tamanho proximo a 367,6 nm. Portanto, esses valores obtidos indicam amostras com
potenciais aplicacdes.

A literatura relata a producdo de nanoestruturas com elevados teores de
encapsulagdo, Anitha et al (2011) produziram NPs poliméricas com eficiéncia de
encapsulacdo de 87% para a curcumina revestida com o CMQT. Debrassi et al (2012)

obtiveram uma EE entre 60,8 e 74,8% com a producdo de nanoparticulas de CMQT-BZ
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com o farmaco indometacina na presenca e auséncia de NPsM. Buzanello et al (2014)
validaram o método para a curcumina e calcularam o teor de encapsulacdo de
nanoparticulas de curcumina revestida com Poli (L-&cido lactico), PLLA, atraves da
espectroscopia UV-Visivel e obtiveram EE entre 67,0 e 98,4%. Assim sendo, com 0s
resultados obtidos por DLS e com a EE obtida por UV-Vis, € possivel afirmar que o
derivado CMQT pode ser utilizado como polimero de revestimento em sistemas
nanoestruturados, e que a combinacdo de NPsM de CoFe2Os com o polimero CMQT e
com o principio ativo Ac.DMU apresentam eficientes resultados e podem ser
empregados na producdo de NPs para liberagdo do farmaco por via endovenosa. O
CMQT-BZ também pode ser utilizado como polimero de revestimento, entretanto,

apresentou um menor teor de encapsulagéo.

76



6. CONCLUSOES

As NPsM de CoFe>O4 foram sintetizadas pelo método de coprecipitacdo quimica
e foram obtidas com sucesso. A distribuicdo de tamanho aparentes das particulas obtidas
por DLS apresentou-se dentro da faixa em que se encontra o didmetro critico da ferrita
de cobalto (abaixo de 70 nm), entre 21,49 nm e 57,75 nm, exceto a ferrita de cobalto
sem AO, que apresentou uma distribuicdo média aparente de 146,6 nm, esses tamanhos
elevados possivelmente sdo causados pela aglomeracdo das particulas, formando
clusters, devido a interacBes magnéticas dipolo-dipolo. Os resultados obtidos foram
relacionados com a largura a meia altura estimada por DRX e o0s valores estdo
condizentes e seguem uma tendéncia, quanto maior o valor da largura a meia altura
(picos mais largos) menor é o tamanho da particula, e picos mais finos indicam
particulas maiores. Através do DRX pode-se afirmar que as amostras apresentaram
estrutura cubica de espinélio parcialmente inverso e a presenca de AO ndo interferiu na
obtencdo da CoFe Os. A andlise de PZ mostrou carga superficial negativa para as
amostras de NPsM com AO, também indicou valore de PZ mais elevado para a
dispersdo contendo a amostra CoFe,Os@A0-90/1000, caracterizando a amostra com
melhor estabilidade. Os espectros de FTIR com as curvas de TG/DTA e DSC
constataram a surfactacio com AO de duas amostras, CoFe;Os@AO0-90/600 e
CoFe,04s@A0-90/1000, e foi observado que a temperatura de aquecimento da mistura
de cobalto e de ferro influenciou significativamente na rota sintética, ocasionando a
surfactacdo das amostras a temperatura de 90 °C e a ndo surfactacdo das amostras a 80
°C. O surfactante AO proporcionou particulas hidrofébicas e limitou a aglomeracgdo das
particulas. As propriedades magnéticas se mostraram promissoras para bioaplicaces
apresentando valores de coercividade e magnetizacdo remanente baixos, e as amostras
surfactadas com AO apresentaram maior magnetizacao de saturacéo, as curvas ZFC-FC
mostraram as temperaturas de bloqueio caracteristicas de particulas de CoFe20s € a
amostra CoFe.Os@A0-90/1000 foi a que mais se aproximou de propriedades
superparamagnéticas.

A quitosana foi utilizado como polimero de partida e os derivados sintetizados,
CMQT e CMQT-BZ, foram obtidos com éxito como demonstrado pelos espectros de
FTIR, DSC/TG/DTA e RMN !H, onde pdde-se observar a insercdo dos grupos
carboximetil e do anel aromatico nas amostras, também através do RMN !H foi

calculado o GS para cada amostra de CMQT-BZ e os resultados obtidos situaram-se
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entre 40 e 66%. As analises de titulagcbes potenciométricas e condutimétricas,
mostraram o GA para quitosana de 16,3% e o GD de 83,7% e para a amostra CMQT
1,5M o GA foi de 80,1% e o GD 44,1%, resultados condizentes com o reportado na
literatura.

As nanoesferas polimeéricas magnéticas e as nanoesferas poliméricas contendo o
farmaco, foram obtidas através do método de emulsdo difusdo do solvente. Os
resultados obtidos por DLS apontam a diferenca de tamanho aparente quando ha a
presenca de CoFe>O4s@AO-90/1000 e quando a sintese ocorre na sua auséncia. Para as
nanoesferas poliméricas magnéticas o tamanho médio aparente situou-se entre 332 e
482 nm e para as nanoesferas poliméricas entre 134 e 320 nm. Através das medidas de
PZ foi observado que possivelmente as NPsSM estdo no interior das nanoesferas, e 0s
coloides apresentam certa estabilidade, no entanto, sdo necessarias outras técnicas de
caracterizacdo para a confirmacao.

A eficiéncia de encapsulacdo para as amostras obtidas situou-se entre 16 e
96,1%, mostrando que o carboximetilquitosana na presenca da CoFe.Os@A0O-90/1000

apresentou-se como melhor polimero para encapsulacao, EE entre 64,3 e 96,1%.
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7. ESTUDOS COMPLEMENTARES

- CaracterizagOes das NPs poliméricas e NPs poliméricas magnéticas;

- Publicacdes de artigos.
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9. APENDICES

9.1

Apéndice 1

Tabela 17: Atribuicdo das frequéncias vibracionais ou bandas em cm™ dos varios tipos

de ligagdes quimicas da CoFe204 sem AO e com AO, obtidas por FTIR.

Ligacdo AO CoFe204 CoFe,04@AO  CoFe04@AO CoFe204@AO CoFe204@AO
X -80/600 -90/600 -80/1000 -90/1000
Amostra
vO-H 3381 3357 3362 3363 3346
v CH(C=C) 3006
vasCH:2 2922 2918 2917
vsCH> 2853 2852 2847
NO3 2436 2436 2428 2439
8CO2 2358 2358 2350 2354 2353
NOs 1782 1786 1790 1789
vC=0 1708 1708 1707
00-H-O 1632 1625 1621 1625 1620
vC-O 1463
vsCOO 1410 1407
NOs 1355 1349 1350 1361
vCOOH 1310 1296
Fe-Co 963 972 979
8C=0 960 919 927
NO3" 828 831 831 835
vCH=CH 722 723 723
vFerrita (M-O) 610 619 618

tetraédrico
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9.2. Apéndice 2

Tabela 18: Atribuicdo das frequéncias vibracionais ou bandas em cm™ dos varios tipos de ligacbes quimicas da quitosana e da quitosana
modificada, obtidas por FTIR.

Amostras vO-H sC-H CO2 C=0 C-O- NH: C-O- CHz CHs C-N beta -C-0 C-0-C beta
X ou e Amida Amida  glicosi glicosi
LigacBes oN-H asC-H | 1l dicas dicas
Quitosana 3310 2890 1658 1586 1434 1383 1311 1151 1021 870
Carboximetilquitosana 1,0M 3350 1600 1412 1311 1080
Carboximetilquitosana 1,5M 3338 2875 2368 1658 1600 1413 1311 1165 1065 876
Carboximetilquitosana 2,5M 3368 2933 1603 1412 1325 1065 876
Carboximetilquitosana 5,0M 3338 2904 2368 1600 1412 1310 1050
Carboximetilquitosana-bz 3,5M 3342 3058 2339 1661 1130 804
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